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Résumé 
Implication des protéines adaptatrices Tks4 et Tks5 dans la dégradation du cartilage 
articulaire par les synoviocytes dans la polyarthrite rhumatoïde 
 
Par 
Béatrice Gouin-Boisvert 
Programme d’Immunologie 
 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé 
 en vue de l’obtention du diplôme de Maître ès Sciences (M.Sc) en Immunologie,  
Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, 
 Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
 La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une maladie inflammatoire auto-immune qui 
affecte environ 1% de la population. Il s’agit d’une maladie douloureuse et débilitante, 
caractérisée par la déformation des articulations touchées, un processus secondaires à la 
destruction du cartilage et de l’os. À ce jour, il n’existe aucun traitement ciblant le 
processus de dégradation du cartilage articulaire. Notre laboratoire a observé 
précédemment que les synoviocytes de type fibroblastique (FLS), provenant de patients 
atteints de PR (RA-FLS) ou isolés de rats souffrants d’arthrite induite au collagène (CIA) 
(A-FLS), présentent une augmentation de l’activation de Src se traduisant par une 
augmentation de la formation d’invadosomes et de la dégradation d’une matrice de gélatine 
in vitro. De plus, l’inhibition de Src chez des rats atteints de CIA permet de diminuer la 
dégradation du cartilage articulaire comparativement aux rats contrôles. Chez les cellules 
cancéreuses, des études indiquent que les protéines adaptatrices Tyrosine Kinase Substrate 
4 et 5 (Tks4,Tks5) sont essentielles à la formation de l’invadosome ainsi qu’à sa maturation 
menant à la dégradation de la matrice extracellulaire. L’objectif de cette étude est de 
déterminer si l’activation de Src chez les A-FLS et les RA-FLS médie la formation 
d’invadosomes et la dégradation du cartilage en faisant intervenir les protéines Tks4 et 
Tks5. Nous avons déterminé que l’expression de Tks4 et Tks5 est augmentée chez les A-
FLS et les RA-FLS comparativement aux FLS sains. De plus, l’inhibition de Tks4 ou Tks5 
résulte en une diminution significative du pourcentage de cellules formant des invadosomes 
chez les A-FLS et les RA-FLS, ainsi que de leur capacité à dégrader une matrice de 
gélatine. Nous avons aussi déterminé que les protéines Tks4 et Tks5 sont phosphorylées par 
la protéine kinase Src, et qu’il y a formation d’un complexe entre la MT1-MMP et Tks4 
et/ou Tks5. Finalement, nous avons démontré que l’inhibition de la Tks4 chez des rats CIA 
permettait de diminuer significativement le nombre et l’ampleur des zones de dégradations 
du cartilage par les cellules composant la membrane synoviale ainsi que la dégradation du 
collagène de type II, une composante majeure du cartilage articulaire. Tks4 et Tks5 sont 
donc des cibles thérapeutiques prometteuses afin d’empêcher la dégradation du cartilage 
dans la polyarthrite rhumatoïde et ainsi diminuer sa progression. 
 
Mots clés : Polyarthrite rhumatoïde, invasion cellulaire, invadosome, invadopode, Tks4, 
Tks5, Src, FLS
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1. Introduction 
1.1. POLYARTHRITE RHUMATOÏDE  
 Les premiers écrits faisant référence à la polyarthrite rhumatoïde (PR) remontent aussi 
loin que la Grèce antique alors qu’Hippocrate (460-370 AJC) décrit une maladie caractérisée par 
des douleurs sévères aux articulations, se fixant dans une articulation et ensuite dans une autre, et 
s’attaquant plutôt aux jeunes qu’aux personnes âgées. Cependant, il faudra attendre à la fin du 19e 
siècle avant que le terme polyarthrite rhumatoïde ne soit utilisé afin de décrire la maladie telle 
qu’on la connaît aujourd’hui. Toutefois, le terme arthrite est toujours utilisé pour désigner plus de 
100 maladies et est une composante de plusieurs maladies rhumatismales. On dénombre que de 
tous les décès associés à ces maladies et pathologies, 30% sont causés par la PR, ce qui fait de 
cette dernière, la deuxième forme d’arthrite la plus meurtrière, après les maladies du tissus 
conjonctif comme le lupus érythémateux. En 2005 seulement, 318 Canadiens et Canadiennes sont 
décédés des suites de cette maladie (Agence de la Santé publique du Canada, 2010).  
 La PR est une maladie inflammatoire auto-immune dans laquelle le système immunitaire 
s’attaque aux articulations de façon symétrique, affectant le plus souvent les articulations des 
mains et des poignets, mais aussi celles des épaules, des coudes, des chevilles, des pieds et de la 
colonne cervicale. La PR touche environ 1% de la population canadienne et a une prévalence plus 
élevée dans les pays industrialisés (Wong et al., 2010). Cette maladie se développe chez tous les 
groupes d’âges, mais les plus touchés sont habituellement les personnes âgées entre trente-cinq et 
quarante-cinq ans. La PR a une prévalence deux fois plus élevée chez les femmes que chez les 
hommes et semble impliquer les hormones sexuelles, puisque l’utilisation de la pilule 
anticonceptionnelle ou une grossesse semblent diminuer les symptômes de la maladie (Cutolo et 
al., 2006). En plus de la destruction des articulations, la PR est une maladie systémique affectant 
aussi d’autres régions du corps. Les nodules rhumatoïdes sont la manifestation la plus fréquente 
de la PR, bien qu’ils ne soient pas complètement spécifiques à cette maladie. Ils se retrouvent 
habituellement près d’un point de pression tel que le tendon d’Achille ou les articulations, mais 
sont aussi retrouvés dans les viscères et dans le parenchyme pulmonaire. Ils sont composés d’un 
noyau de nécrose fibrinoïde et d’histiocytes en périphérie et sont souvent bénins. Les autres 
affectations les plus communes associées à la PR sont l’inflammation de la plèvre, du péricarde et 
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de la sclérotique. La PR peut se développer très rapidement et si elle n’est pas traitée peut mener 
à une perte progressive de la mobilité des articulations atteintes  et même, au décès (Agence de la 
Santé publique du Canada, 2010). Les maladies cardiovasculaires, telles que la cardiopathie 
ischémique et l’arrêt cardiaque sont les causes de mortalité les plus souvent associé à la PR, 
représentant jusqu’à 40% de ces dernières (Dhawan et Quyyumi 2008), La PR est donc une 
maladie pouvant affecter grandement le quotidien et la qualité de vie des personnes atteintes ainsi 
que celle de leur entourage. Ainsi, cette maladie représente un lourd fardeau économique chaque 
année au pays, puisqu’elle empêche de nombreux Canadiens à occuper leur emploi, en plus 
d’entraîner de nombreux frais médicaux directs et indirects. En effet, un grand nombre de 
problèmes de santé surviennent des suites de l’utilisation de la médication requise afin de 
contenir les symptômes de la PR. Par exemple, l’utilisation du rituximab ou de l’abatacept, des 
drogues ciblant respectivement les lymphocytes B et les lymphocytes T, en combinaison avec le 
méthotrexate présente un risque plus élevé d’infections (Keyser, 2011). De plus, le coût des 
médicaments utilisés dans le traitement de la PR est en lui-même très élevé. Par exemple, les 
médicaments antagonistes du TNF- sont souvent prescrits dans les cas de PR et une étude a 
démontré que les coûts annuels pour une telle médication s’élevaient en moyenne jusqu’à 12 
000$ (Ollendorf et al., 2009) 
1.1.1. ÉTIOLOGIE DE LA POLYARTHRITE RHUMATOÏDE 
Lors de l’implantation de la maladie, on assiste à un dérèglement du système immunitaire 
qui, comme c’est le cas dans d’autres maladies auto-immunes, n’arrive plus à faire la différence 
entre le soi et le non-soi ce qui mène à l’attaque des substances ou tissus de l’organisme atteint. 
Cependant, la cause de la maladie et les antigènes responsables de la réaction auto-immune 
demeurent inconnus. La génétique serait responsable à elle seule, d’au moins 60% du risque de 
développer la PR (Scott et al., 2010, Imboden, 2009). En effet, certains allèles des gènes de 
l’antigène des leukocytes humains-DRβ1 (HLA-DRβ1), de la protéine tyrosine phosphatase non-
récepteur de type 22 (PTPN22), du transducteur de signal et de transcription 4 (STAT4) et de la 
protéine associée au récepteur du facteur de nécrose tumoral 1/sous unité 5 du complément 
(TRAF1/C5) présentent des polymorphismes associés à l’augmentation du risque de développer 
la maladie et à sa sévérité. Le locus du HLA représente jusqu’à 50% de la susceptibilité 
génétique. De plus, les modifications épigénétiques telles que la méthylation de l’ADN ou 
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l’acétylation des histones, sont des évènements post-traductionnels influençant l’expression de 
gènes impliqués dans la PR.  Une étude génomique réalisée sur les cellules retrouvées aux sites 
de développement de la PR, les synoviocytes (FLS) a permis d’établir que les gènes méthylés 
différentiellement dans la PR sont surtout impliqués dans le mouvement, l’adhésion et le trafic 
cellulaires, ainsi que dans l’inflammation et la régulation de composantes de la matrice 
extracellulaire  (ECM) (Nakano et al., 2013). Aussi, une étude a déterminé que la balance entre 
les histones acétyltransférases (HATs) et déacétylases (HDACs) dans la PR penchait vers les 
HATs, ce qui pourrait favoriser l’augmentation de la transcription de gènes impliqués dans la 
dégradation du cartilage et le maintien d’un microenvironnement inflammatoire.(Huber et al., 
2007).    
 
Par contre, la génétique n’est pas le seul facteur de risque responsable du développement de 
la PR comme le démontre une étude chez des jumeaux monozygotes où seulement 12,3% à 
15,4% d’entre eux développent tous les deux la maladie (MacGregor et al., 2000). Certains 
facteurs environnementaux, dont l’exposition à la cigarette et à la silice (SiO2), un minéral 
retrouvé dans le quartz, ont aussi été rapportés comme étant des facteurs de risques important 
dans le développement de la maladie. Finalement, un état inflammatoire non-spécifique serait 
aussi en cause dans le développement de la PR, tout comme certains virus, dont le virus Epstein-
Barr ou le parvovirus B19 (Firestein, 2003). Le développement de la PR se produit donc chez une 
personne possédant des prédispositions génétiques, qui lorsqu’elle est exposée à certains facteurs 
environnementaux spécifiques ou pathogènes développe un épisode d’inflammation non-
spécifique qui sont tous des facteurs pouvant mener au développement de la PR.  
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Figure 1. Diagramme du développement multifactoriel de la polyarthrite rhumatoïde 
Plusieurs facteurs doivent être présents afin qu’une personne donnée, puisse développer la PR. En 
effet, la génétique ne régit que 60% des probabilités de développer la PR, alors que les facteurs 
environnementaux, comme la cigarette, et les pathogènes peuvent générer de l’inflammation et 
ont aussi une influence sur l’issue de la maladie.  
1.1.2. DIAGNOSTIC 
 Le diagnostic de la PR se fait habituellement sur trois fronts; à l’aide de critères cliniques, 
de critères biologiques et d’imagerie médicale. Les critères cliniques de classification de la PR 
ont d’abord été établis en 1987 par l’Association Américaine de Rhumatologie (ARA) mais cette 
classification ne permettait pas d’identifier la maladie tôt dans son développement et s’attardait 
plutôt à diagnostiquer les patients présentant une PR établie. C’est en 2010 que le Collège 
Américain de Rhumatologie (ACR) a mis à jour les critères de classification de la PR qui 
permettent maintenant de poser  un diagnostic plus précocement (Scott et al., 2010). 
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Tableau 1. Critères d’évaluation de la polyarthrite rhumatoïde de 1987 et 2010 
Adapté de Van der Helm-van Mil et Huizinga, 2010.  
Les tests sérologiques sont utilisés pour le diagnostic de la maladie. En effet, le taux de 
sédimentation des érythrocytes et les taux de protéine C réactive sont habituellement élevés dans 
les cas de PR active (Firestein, 2010). De plus, la PR peut être caractérisée par la présence 
d’auto-anticorps, puisqu’il s’agit d’une maladie auto-immune. Les auto-anticorps dirigés contre 
les peptides citrullinés (AAPC) sont les plus spécifiques à la PR et servent lors du diagnostic de 
la maladie. On les retrouve dans le sang de près de 70% des personnes atteintes de polyarthrite 
rhumatoïde (Imboden, 2009). On retrouve aussi chez 80% des patients atteints de PR, la présence 
du facteur rhumatoïde, un auto-anticorps liant la partie Fc (fraction constante) des 
immunoglobulines (Firestein, 2010). Cependant, bien que le facteur rhumatoïde soit un critère 
d’identification de la maladie, il n’est pas spécifique à la PR et est aussi observé dans d’autres 
maladies auto-immunes comme le syndrome de Gougerot-Sjögren, voir même dans certaines 
infections ( Jury et al., 2001). 
 La radiographie quant à elle, permet de faire un diagnostic précoce de PR lorsqu’elle est 
combinée à l’évaluation de la maladie selon les critères de l’ACR et aux données sériques des 
patients. La diminution de l’espace articulaire dû à la perte du cartilage peut être observée grâce à 
une radiographie (Firestein, 2010). Également, l’ultrasonographie ou l’imagerie par résonance 
magnétique (MRI) sont des outils permettant de faire la distinction entre le cartilage, le fluide 
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synovial et l’épaississement de la membrane synoviale impliquée dans la formation du pannus 
(Firestein, 2010). Ces techniques permettent ainsi d’identifier des érosions de l’articulation, avant 
même les signes radiographiques.  
1.1.3. PHYSIOLOGIE DE L’ARTICULATION 
 Bien que l’étiologie de la PR ne soit pas encore élucidée, les mécanismes 
pathophysiologiques impliqués dans son développement sont tout de même bien documentés. 
Cependant, avant de s’intéresser à ceux-ci, il faut d’abord connaître la physiologie normale d’une 
articulation ainsi que les structures et les cellules la composant. 
 Les rôles de l’articulation consistent, entre autres, à raccorder les os entre eux ainsi qu’à 
permettre le mouvement des membres du corps. Elles sont plus de 400 à jouer leurs rôles et 
permettre nos mouvements quotidiens. Il existe trois types d’articulations qui se différencient 
selon leur morphologie ou leur mobilité. D’abord, les articulations fibreuses qui réunissent les os 
par des fibres de collagènes et qui sont plutôt immobiles, ensuite les articulations cartilagineuses 
qui réunissent les os par du cartilage qui sont peu mobiles et finalement, les articulations 
synoviales que l’on retrouve en plus grand nombre dans le corps humain et qui sont entièrement 
mobiles (Marieb, 2005). Ce dernier type d’articulation est celui affecté par la PR dont le 
substratum anatomique est une inflammation de la synoviale. L’articulation synoviale est 
composée d’une cavité articulaire remplie de liquide synovial et est délimitée par une capsule 
fibreuse tapissée sur sa surface interne d’une membrane synoviale, qui se réfléchit au pourtour du 
cartilage sans le recouvrir (Figure 2). Les têtes des os ou épiphyses sont recouvertes de cartilage 
hyalin et certaines articulations, comme celles des genoux, possèdent un ménisque afin de leur 
conférer une meilleure stabilité. Le liquide synovial provient principalement du plasma sanguin et 
de la sécrétion des cellules composant la membrane synoviale, les synoviocytes (Marieb, 2005). 
Les fonctions du liquide synovial sont principalement la lubrification de l’articulation, l’apport de 
nutriments, de métabolites et d’enzymes, le transport des déchets hors de la capsule synoviale. Le 
liquide synovial permet également la communication entre les différentes populations de cellules 
de l’articulation en véhiculant des facteurs de croissances, des cytokines et des morphogènes (Hui 
et al., 2012).  
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Figure 2. Illustration d’une articulation saine et de la membrane synoviale 
L’articulation saine est composée de deux os recouverts de cartilage et de membrane synoviale 
tapissant l’intérieur de la cavité synoviale. La membrane synoviale forme une capsule permettant 
au liquide synovial d’être contenu dans la cavité et de jouer son rôle de lubrifiant pour 
l’articulation. La membrane synoviale est composée de 1 à 3 couches de cellules, principalement 
des synoviocytes de types fibroblastiques (FLS) ou de type B, ainsi que dans une moindre mesure 
de macrophages intimaux aussi appelés synoviocytes de type A. Ces derniers seront abordés plus 
en détails ci-dessous. La membrane synoviale participe au maintien de l’homéostasie de 
l’articulation en sécrétant les composantes du liquide synovial et en apportant les nutriments aux 
chondrocytes du cartilage. 
 
La protéine la plus abondante du liquide synovial provenant du plasma est l’albumine avec 
une concentration de 12 mg/mL. Son faible poids moléculaire (69 kilodaltons [kDa]) lui permet 
d’être filtré à travers la membrane synoviale (Hui et al., 2012). On y retrouve aussi des globulines 
de type α1, α2, β1 et γ et de la transferrine. De plus, des cytokines et facteurs de croissances 
présents dans le liquide synovial proviennent du plasma ou de la sécrétion des chondrocytes, des 
synoviocytes ou des cellules immunitaires présentes dans le liquide synovial ou les tissus 
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environnants. Les principales cytokines pro-inflammatoires retrouvées dans le liquide synovial 
d’une articulation saine sont l’interleukine-1 α (IL-1α), IL-1β, le facteur de nécrose tumorale-α 
(TNF-α), le facteur inhibiteur de la leucémie (LIF), IL-6, IL-8, IL-17 et IL-18 (Hui et al., 2012). 
Cependant le liquide synovial est aussi composé de cytokines anti-inflammatoires telles que IL-4, 
IL-10 et IL-13 et de facteurs de croissances tels que le facteur de transformation de type bêta 
(TGF-β) et le facteur de croissance de l’insuline-1 (IGF-1) (Hui et al., 2012).  
Les synoviocytes de la membrane synoviale sécrètent directement dans la cavité 
articulaire les composantes du liquide synovial permettant la lubrification de l’articulation; 
l’acide hyaluronique (HA) et la lubricine. L’HA est un glycosaminoglycane non-sulfaté formant 
des polymères de disaccharides pouvant atteindre de hauts poids moléculaires (Fraser et al., 
1997). De plus, il s’agit d’un déterminant important de la viscosité du liquide synovial (Fraser et 
al., 1997). En effet, la viscosité du liquide synovial varie en fonction du poids moléculaire et de 
la concentration d’HA, mais aussi en fonction de la vitesse du mouvement, où un mouvement 
rapide diminue sa viscosité. Le cartilage hyalin est gorgé d’HA qui lie la protéine aggrécane et 
permet ainsi la cohésion du cartilage, son hydratation et ses propriétés de compression. La taille 
des polymères d’HA diminue avec l’âge, ce qui diminue par le fait même ses capacités à lier un 
grand nombre de protéines et pourrait expliquer la perte de densité de cartilage observée chez les 
personnes âgées (Holmes et al., 1988). De plus, l’HA est impliquée dans l’inflammation et dans 
le cancer via son association au récepteur Cluster of Differentiation 44 (CD44) qui est fortement 
exprimé dans de nombreux types de cellules cancéreuses invasives (Fraser et al., 1997; Naor et 
al., 1997). La lubricine ou protéoglycan 4 est une glycoprotéine de 220 kDa impliquée quant à 
elle dans la lubrification de l’articulation en absorbant l’énergie mécanique à laquelle 
l’articulation est soumise, ce qui diminue la friction entre les cartilages (Hui et al., 2012). On la 
retrouve liée à la surface du cartilage sur la couche superficielle et en solution dans le liquide 
synovial à des proportions de 7-17% et 93-83% respectivement (Jones et al., 2007, Blewis et al., 
2007). 
 Dans une articulation saine, la membrane synoviale possède une à trois couches de 
cellules. Les cellules la constituant sont les synoviocytes de type macrophagique (MLS) aussi 
nommés synoviocytes de type A et les synoviocytes de type fibroblastique (FLS), aussi appelés 
synoviocytes de type B (Iwanaga et al., 2000). Les MLS sont d’origine macrophagique tandis que 
les FLS sont d’origine mésenchymateuse. Les MLS ne représentent qu’une faible proportion des 
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cellules composant la membrane synoviale, alors que les FLS sont le type cellulaire prédominant 
avec des proportions allant de 75 à 80% (Iwanaga et al., 2000). La fonction principale des MLS 
est de phagocyter et détruire les déchets, les débris cellulaires et microorganismes présents dans 
le liquide synovial. Cependant, ils expriment aussi le complexe majeur d’histocompatibilité de 
classe II (CMH-II) permettant de présenter des antigènes et de jouer un rôle précoce lors de 
réponse immunitaire. De plus, les MLS possèdent des vésicules contenants des enzymes 
lysosomales telles que les cathepsines B, D et L pouvant être relâchées dans les tissus 
environnants et qui mènent à la destruction des tissus et à de l’inflammation (Bartok et Firestein, 
2010). Les FLS pouvent être identifiés grâce à un marqueur phénotypique spécifique, la 
cadherine-11 (Bartok et Firestein, 2010), et ont quant à eux des rôles très importants dans le 
maintien de l’homéostasie de l’articulation saine. En effet, ce sont les cellules responsables de la 
sécrétion de l’acide hyaluronique et de la lubricine. De plus, ils permettent l’apport en nutriments 
provenant du liquide synovial aux chondrocytes qui produisent la matrice cartilagineuse. 
Finalement, les FLS participent aussi activement à la réparation des plaies en sécrétant des 
composantes de la matrice extracellulaire telles que le collagène de type IV et V (Bartok et 
Firestein, 2010), la fibronectine (Iwanaga et al., 2000), la chondroïtine, la laminine et la fibrilline 
(Mor et al., 2004).  
1.1.4. PHÉNOTYPE ACTIVÉ DES FLS ARTHRITIQUES (RA-FLS) 
L’activation des FLS est une étape importante du développement de la PR et peut être 
causée par des cytokines, des facteurs de croissances, des chimiokines, les contacts cellules-
cellules et les interactions avec la l’ECM (Neumann et al., 2010; Brenner et Noss, 2008) (Figure 
3). Une fois activés, les FLS occupent un rôle prédominant et de grande importance dans le 
développement de la PR. D’abord, ils sécrètent des cytokines pro-inflammatoires, des facteurs de 
croissances et des chimiokines menant à l’arrivée, à la rétention et au maintien de cellules 
immunitaires au niveau de l’articulation (Brenner et Noss, 2008). Ils participent aussi activement 
à la destruction de l’os en favorisant la différenciation des cellules monocytaires provenant de 
l’infiltrat en ostéoclastes par la sécrétion du ligand du récepteur activateur du facteur nucléaire-B 
(RANKL) (Dank et al., 2002; Gravallese et al., 2000). Finalement, les FLS activés sont les 
principaux acteurs responsables de la dégradation du cartilage puisqu’ils synthétisent des 
métalloprotéases (MMPs) et des cathepsines. Des études récentes ont permis de démontrer que 
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les FLS possèdent la capacité de migrer par voie sanguine d’une articulation à une autre et ainsi 
d’endommager le cartilage d’articulations qui étaient saines auparavant (Lefèvre et al., 2009; 
Müller-Ladner et al., 1996; Qu et al., 1994).  
 
 
Figure 3. Schéma de l’activation de FLS dans la polyarthrite rhumatoïde 
L’activation des FLS dans la PR implique de nombreux facteurs. D’abord, des cytokines 
comme l’IL-6,-1,-17, le TNF-α et l’IFN- ou encore des facteurs de croissances tels que le TGF-
β, le PDGF et le FGF. Des chimiokines CCl-2,-5,-13 et des produits bactériens sont également 
impliqués. Finalement, les intéractions avec la matrice (cadhérines et intégrine) ainsi que les 
contacts cellules-cellules (V-CAM et CD40/CD40L) permettent aux FLS d’acquérir un 
phénotype activé et de dégrader le cartilage et l’ECM via la sécrétion de MMPs, de cathepsines et 
de sérine-protéases, comme le font aussi les chondrocytes et les ostéoclastes Les FLS promeuvent 
aussi la dégradation de l’os en permettant la différenciation des monocytes-macrophages en 
ostéoclaste par la sécrétion du RANKL. Finalement, ils permettent le maintien et même 
l’exacerbation de l’état inflammatoire en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires (Brenner et 
Noss, 2008; Dank et al, 2002; Neumann et al., 2010). CCL- = Chemiokine ligand- ; VCAM = 
Vascular cell adhesion protein 1; IFN- = Interféron gamma, FGF = Fibroblast growth factor; 
PDGF= Platelet-derived growth factor; MMP= Métalloprotéase 
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Les FLS participant activement au développement de la PR sont qualifiés de FLS activés 
ou transformés, en références aux cellules cancéreuses avec lesquelles ils partagent plusieurs 
caractéristiques. Notamment, la capacité de croître de façon indépendante de l’ancrage, la perte 
d’inhibition de contact, la capacité d’envahir les tissus avoisinants, la capacité de contourner 
certains mécanismes pro-apoptotiques ainsi que l’activité télomérase permettant aux cellules 
d’augmenter le nombre de division cellulaire (Yamanishi et Firestein, 2001). Ces attributs mènent 
à un débalancement entre la survie, la prolifération et l’apoptose des FLS de la membrane 
synoviale, menant à une augmentation de la survie de ces derniers. Cette caractéristique des FLS 
activés permet d’expliquer en partie l’hyperplasie de la membrane synoviale, initialement d’une à 
trois cellules d’épaisseurs, qui atteint jusqu’à quinze cellules d’épaisseurs pour la PR (Neumann 
et al., 2010; Pap et al., 2001). Certaines études révèlent quant à elles que les FLS arthritiques 
participant à l’épaississement de la membrane synoviale ne proviennent pas tous d’un 
débalancement entre la survie et de l’apoptose des FLS activés. Effectivement, l’épaississement 
de la membrane synoviale est aussi causée par la migration de cellules souches mésenchymales 
issues de la circulation ou de la moelle osseuse attirées par les chimiokines sécrétés par les FLS 
(Marinova-Mutafchieva et al., 2002; Li et Marakov, 2006). Bien qu’aucun consensus ne soit 
encore atteint, il est possible de spéculer que ces deux phénomènes sont probablement 
responsables de l’augmentation du nombre de FSL dans la membrane synoviale d’articulation 
arthritique. Somme toute, les étapes de la progression de la PR les plus acceptées sont d’abord 
l’apparition d’œdème et d’angiogénèse, suivi de l’infiltration de cellules inflammatoires, de 
l’hyperplasie de la synoviale, de la formation de follicules lymphatiques, l’ensemble constituant 
le  pannus rhumatoïde, masse tissulaire menant à la destruction du cartilage et à l’érosion de l’os 
(Figure 4) (Strand et al., 2007).  
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Figure 4. Illustration d’une l’articulation arthritique  
Lors de du développement de la PR, on assiste d’abord à de l’angiogénèse, puis à l’infiltration via 
les nouveaux vaisseaux créés de cellules immunitaires dans le tissu synovial, comme les 
mastocytes, les lymphocytes T (majoritairement de type Th1) et B activés et des cellules 
dendritiques. Il y a également prolifération et augmentation de la survie des synoviocytes. Tous 
ces facteurs mènent au développement du pannus responsable de la dégradation du cartilage et de 
la destruction de l’os. 
 
1.1.5. RÔLES DES FLS DANS LA PR 
Le rôle des FLS dans la PR a été dûment étudié et décrit par le laboratoire du Dr Firestein 
ainsi que celui du Dr Müller-Ladner. D’abord, en 1996, le Dr Müller-Ladner a établi que des RA-
FLS co-implantés avec du cartilage humain sous la capsule rénale de souris atteintes 
d’immunodéficiences sévères combinées (SCID) avaient la capacité d’envahir le cartilage et ce, 
de façon indépendante des lymphocytes T. De plus, dans ces essais, les RA-FLS ont maintenu 
leurs caractéristiques invasives et destructrices, malgré l’absence de stimuli externes (Müller-
Ladner et al., 1996). Des années plus tard en 2009, le laboratoire du Dre Neumann en partenariat 
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avec le Dr Müller-Ladner, a démontré que les RA-FLS implantés chez des souris SCID possèdent 
la capacité de s’attaquer à du cartilage sain implanté sur le flanc opposé de la souris en migrant 
par les vaisseaux sanguins (Lefèvre et al., 2009). Il en ressort que par leur capacité de trans-
migration ainsi que leurs caractéristiques invasives et destructives, les FLS sont une cible 
thérapeutique de choix afin de limiter les étapes les plus destructrices de la PR. En effet, les RA-
FLS synthétisent une multitude de cytokines, chimiokines et facteurs de croissances agissant 
directement sur le développement, la progression et le maintien de la synovite rhumatoïde 
(Yamanishi et Firestein, 2001; Müller-Ladner et al., 2007; Pap et al, 2000; Neumann et al., 2010; 
Bottini et Firestein, 2012; Leech et Morand, 2013). De plus, puisqu’il s’agit de cellules 
directement impliquées dans la dégradation du cartilage et que les traitements actuels ciblent 
principalement les cytokines ou les cellules immunitaires (causant des effets indésirables tel 
qu’une plus grande propension à développer des infections (Keyser, 2011)), les RA-FLS 
semblent être une cible de choix afin de limiter la destruction du cartilage, tout en limitant les 
effets secondaires.  
Des études antérieures de notre laboratoire se sont penchées sur les rôles que jouent les 
FLS activés dans la destruction du cartilage lors de PR. Sans élucider tous les mécanismes 
impliqués, nous avons déterminé que la protéine tyrosine kinase Src est plus activée 
(phosphorylée) chez les FLS isolés de rats arthritiques induits au collagène (CIA) que chez les 
FLS sains ou provenant de sujets atteints d’arthrose (OA) (Lauzier et al., 2011). Cela laissait 
donc entrevoir l’importance d’en apprendre plus sur les mécanismes cellulaires en découlant. 
1.2. PROTÉINE TYROSINE KINASE SRC  
1.2.1. ORIGINE 
 C’est en 1911 que Peyton A. Rous, un pathologiste à l’Institut Rockefeller de New-York, 
a observé qu’un filtrat extrait à partir d’une tumeur provenant d’un poulet, alors qu’il était 
dépourvu de cellule, permettait de transmettre le même type de tumeur à d’autres poulets; il 
venait de découvrir le premier rétrovirus, le virus du Sarcome de Rous (RSV), qui transmet les 
capacités tumorigéniques aux cellules normales grâce à l’oncogène viral SRC (v-SRC) (Rous, 
1911).  Prononcé «SARC», comme le mot sarcome, v-SRC a ensuite permis l’identification de sa 
contrepartie humaine, cellulaire-SRC (c-SRC) par Mike Bishop et Arnold Valmus en 1976 ; il 
s’agit alors du premier proto-oncogène d’origine virale à avoir été identifié chez les mammifères.  
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 On sait maintenant que c-SRC ou Src (le terme Src sera employé pour le reste du texte) 
est au cœur du maintien de l’homéostasie de la cellule saine en participant à de multiples 
fonctions cellulaires telles que la prolifération cellulaire, la migration, et la dégradation de la 
matrice extra-cellulaire (Parsons et Parsons, 2004). Chez les cellules transformées, ces rôles 
deviennent incontrôlables et désordonnés et mènent à une prolifération accrue, ainsi qu’à la 
capacité à former des métastases (Martin, 2001). En effet, Src est surexprimée ou suractivée dans 
une variété de cancers dont le cancer du sein, le cancer des ovaires, le cancer du poumon et le 
cancer colorectal (Irby et Yeatman, 2000). Aujourd’hui, des molécules sont développées afin 
d’inhiber Src en entrant en compétition avec ses substrats à son site actif. Ceci dans l’espoir de 
minimiser les effets néfastes associés à la transformation des cellules cancéreuses dans lesquelles 
Src est suractivée. Par exemple, le dasatinib permet d’inhiber l’invasion des cellules en inhibant 
deux substrats de Src, la kinase d’adhésion focale (FAK) et le substrat associé à Crk (p130Cas), 
mais n’affecte pas la prolifération et la survie des cellules traitées (Buettner et al., 2008). Qui plus 
est, Src est un acteur connu dans de nombreuses autres pathologies, dont l’arthrite rhumatoïde, où 
les niveaux de Src activé sont augmentés chez les synoviocytes lorsque comparés aux 
synoviocytes provenant de sujets sains ou souffrant d’arthrose. Aussi, son inhibition à l’aide 
d’ARN interférants permet de diminuer significativement la dégradation du cartilage chez des 
rats souffrant d’arthrite induit au collagène (CIA) (Lauzier et al., 2011; Takayanagi et al., 1999; 
Shahrara et al., 2007). Il est donc primordial d’en apprendre plus sur les mécanismes dépendants 
de Src afin d’arriver un jour à traiter ces maladies.  
1.2.2. STRUCTURE ET RÉGULATION DE SRC 
 La protéine Src est une kinase de type non récepteur faisant partie de la famille Src. Cette 
famille inclut aussi les protéines kinases Fyn, Yes, Blk, Yrk, Fgr, Hck, Lck et Lyn (Yeatman, 
2004). Tout comme Fyn et Yes, Src est exprimée de façon ubiquitaire chez tous les types de 
cellules, alors que les autres membres de la famille sont plutôt exprimés chez les cellules 
hématopoïétiques (Thomas et Brugge, 1997). Le prototype de cette famille est le v-Src, le produit 
transformant du RSV (Yeatman, 2004). L’activité kinase de Src est modulée par le transfert d’un 
phosphate provenant d’une molécule d’adénosine-5’-triphosphate (ATP) sur un résidu tyrosine de 
son site actif. Cette protéine est composée de 537 acides aminés et possède un poids moléculaire 
de 60 kDa (Figure 5). De plus, cette Src est localisée en région périnucléaire lorsqu’elle est 
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inactive, alors qu’on la retrouve arrimée au feuillet interne de la membrane cytoplasmique 
suivant son activation. Au fait, Src est composée de nombreux domaines fonctionnels et plus 
spécifiquement, on retrouve à son extrémité N-terminale un site de myristylation lui permettant 
de s’ancrer à la face interne de la bicouche lipidique de la membrane cellulaire. La kinase Src est 
aussi composée d’un domaine unique (U; appelé aussi SH4) qui lui permet de lier des lipides, 
dont les phosphatidylsérines membranaires, (Pérez et al., 2013). En plus, Src possède un domaine 
d’homologie à Src 3 (SH3) liant les peptides riches en prolines, qui lui permet entre autres, de lier 
des protéines du cytosquelette. De plus, Src possède aussi un domaine SH2 lui permettant de 
s’associer aux résidus tyrosines phosphorylés, une région régulatrice c-terminale qui inclue un 
site de régulation négatif sur la tyrosine 530 (Y530) chez l’humain ou la tyrosine 527 (Y527) 
chez le rat et un domaine catalytique qui renferme un site d’autophosphorylation sur la tyrosine 
419 (Y419) chez l’humain ou la tyrosine 416 (Y416) chez le rat (Martin, 2001; Yeatman, 2004).  
 
Figure 5. Structure de la protéine tyrosine kinase Src humaine 
La protéine tyrosine kinase Src possède différents domaines fonctionnels lui permettant de jouer 
ses rôles dans l’homéostasie de la cellule. D’abord, le site de myristylation situé à son extrémité 
N-terminale lui permet de lier les bicouches lipidiques. Le site unique (U), quant à lui, permet à 
Src de se différencier des autres membres de la famille SKF en liant les lipides en partenariat 
avec le domaine SH3. Le domaine SH3 permet de lier les protéines du cytosquelette, tandis que 
le domaine SH2 lie les tyrosines phosphorylées. Le domaine catalytique de Src permet la 
phosphorylation des résidus tyrosines de ses substrats. Le domaine régulateur contient le site de 
régulation négatif de Src, Y530, qui lorsqu’il est phosphorylé promeut la conformation inactive 
de Src. 
 La régulation de Src s’effectue par la phosphorylation de deux de ses tyrosines : Y419, 
qui agit en tant que site d’activation et Y530, qui agit en tant que site de régulation négatif 
(Copper et al., 1986 ; Courtneidge, 1985). À l’état basal, Src est dans une conformation repliée 
(Figure 6) où la phosphorylation de la Y530 permet de lier son propre domaine SH2. Par 
exemple, la phosphorylation de cette tyrosine par la c-Src-Kinase (CSK) ou la kinase homologue 
de CSK (CHK) permet d’inhiber l’activité de Src, alors que la déphosphorylation de la Y530 par 
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différentes phosphatases, telles que les protéines tyrosine-phosphatases α (PTP-α) et 1 (PTP-1) 
ainsi que les phosphatases contenant des domaines SH2 1 et 2 (SHP-1 et SHP-2), permettent 
d’activer Src en favorisant sa conformation ouverte. Finalement, l’activation complète de Src 
nécessite son autophosphorylation sur le résidu tyrosine Y419 (Yeatman, 2004). 
 
Figure 6. Schéma du changement conformationnel de Src dû à son activation 
L’activation de la protéine Src se fait en trois phases; d’abord le site de régulation négatif Y530 
doit être déphosphorylé par une phosphatase comme PTPα, PTP1, SHP1 ou SHP2. Puis, les 
interactions intramoléculaires inhibitrices entre le domaine SH3 et la région de liaison (L) doivent 
être rompues afin d’ouvrir la conformation de Src. Finalement, le site de phosphorylation Y419 
doit être autophosphorylé afin que Src soit complètement activée. 
 
 Une forme constitutivement active de Src a été décrite dans laquelle la tyrosine située au 
résidu 530 de Src a été modifiée pour une phénylalanine (F) (Kim et Eberwine, 2010). Cette 
modification entraîne une activation constitutive de Src en empêchant la phosphorylation de ce 
site de régulation négative. Cet outil permet de reproduire chez des fibroblastes provenant d’une 
culture primaire par exemple, les caractéristiques observées chez les cellules transformées par Src 
 29 
 
comme on les retrouve dans plusieurs types de cancers métastatiques (Guarino, 2010) ou dans la 
PR, où Src est surexprimée ou hyperactivée (Lauzier et al., 2011). 
1.2.3. RÔLES PHYSIOLOGIQUES DE SRC 
 La protéine Src occupe une place centrale dans l’homéostasie de la cellule. En effet, elle 
est responsable de la transduction de signal initiant des récepteurs tyrosines kinases (RTKs) 
permettant la prolifération cellulaire par la voie des protéines kinases activées par les mitogènes 
(MAPK). De plus, en activant le Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3), 
Src permet d’augmenter l’expression du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) qui 
promeut l’angiogénèse (Yeatman, 2004). Chez des cellules normales, les niveaux de Src sont très 
bas, mais plus la progression du cancer est avancée, plus le niveau protéique et l’activité de Src 
augmente (Yeatman, 2004). La tyrosine kinase Src joue alors un rôle central dans la migration et 
l’invasion cellulaire, grâce à la régulation de deux processus cellulaires indispensable à 
l’adhésion cellulaire; la formation des jonctions adhérentes et des adhésions focales.  
 
 En résumé, Src est au cœur du processus de transformation de plusieurs types de cellules 
dans le cancer et du processus de pseudo-transformation des cellules synoviales dans la PR. 
Cependant, son implication dans le développement de la PR est encore méconnue. Un processus 
cellulaire intéressant régit par Src est l’invadosome (aussi appelé invadopode ou podosome). Il 
s’agit d’un mécanisme utilisé par les cellules invasives, que ce soit dans les cas de cancer ou de la 
PR, afin de dégrader l’ECM dans le processus métastatique dans le premier cas, ou pour dégrader 
le cartilage dans le second. Contrairement aux connaissances accumulées chez les cellules 
cancéreuses, les mécanismes impliqués dans la formation des invadosomes chez les synoviocytes 
sont jusqu’à maintenant très peu étudiés. 
1.3. INVADOSOME 
 L’implication de Src dans le processus métastatique du cancer ou dans la dégradation du 
cartilage dans la PR ne se limite pas seulement qu’à l’acquisition d’un avantage de survie et de 
prolifération pour les synoviocytes. Ceux-ci acquièrent aussi des capacités invasives grâce à une 
structure nommée invadopode. Il s’agit d’une protrusion membranaire riche en actine. Cette 
structure est responsable de la protéolyse de l’ECM par les métalloprotéases et permet de 
dégrader les tissus avoisinants comme le cartilage par les synoviocytes ou permet l’intravasation 
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des cellules cancéreuses menant au processus métastatique. Le terme invadosome est un terme 
général, permettant de décrire les structures membranaires riches en actines impliquées dans 
l’invasion cellulaire. Il regroupe les invadopodes (observées chez les cellules cancéreuses et 
fibroblastes NIH-3T3 transfomés par Src) et les podosomes (observés chez les cellules normales 
dont les macrophages et les ostéoclastes) (Linder et al.. 2000). Il existe une certaine confusion 
concernant le terme invadopode puisqu’il a souvent été interchangé à tort avec le terme 
podosome. En effet, l’invadopode possède de nombreuses ressemblances avec le podosome; tous 
deux sont composés d’une structure comportant un cœur riche en filaments d’actines 
polymérisées ou non, entouré d’un anneau de protéines associées à l’actine ou de protéines 
permettant la signalisation cellulaire (Murphy et Courtneidge, 2011). Par ailleurs, bien que ces 
deux structures permettent la protéolyse péricellulaire, le podosome effectue la protéolyse via la 
métalloprotéine membranaire de type 1 (MT1-MMP ou MMP-14), le récepteur de surface à la 
séprase et le récepteur à l’activateur du plasminogène de type urokinase (UPAR). Tandis que 
l’invadopode accomplit la protéolyse grâce à la métalloprotéine de la matrice 2 (MMP-2), la 
MMP-9, la MT1-MMP, l’UPAR, la séprase, la désintégrine et métalloprotéine 12 (ADAM12), 
l’ADAM15 et l’ADAM19 (Stylli et al., 2008; Linder, 2007; Murphy et Courtneidge, 2011). 
Lorsque les cellules sont cultivées sur une matrice, l’invadopode se retrouve au niveau de la 
surface ventrale de la cellule sous le noyau, alors que le podosome est plutôt retrouvé au bord 
d’attaque (leading edge) de la cellule polarisée. Alors que le podosome possède une largeur ainsi 
qu’une longueur variant entre 0,5 et 2 micromètres (µm), l’invadopode est, quant à lui, 
habituellement de même largeur que le podosome mais possède une longueur dépassant 2 µm 
(Murphy et Courtneidge, 2011). Les membranes de ces deux structures contiennent différents 
lipides; l’invadopode est riche en phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2), en 
phosphatidylinostol 3-phosphate (PI3P) et en radeaux lipidiques (Oikawa et al., 2008; Buschman 
et al., 2009 ) alors que le podosome est riche en phosphatidylinositol triphosphate 
(PIP3)(Chellaiah et al., 2001). De plus, la formation et l’élongation du podosome est dépendante 
des microtubules (Linder, et al., 2000), alors que pour l’invadopode les microtubules ne sont 
requis que pour son élongation (Schoumacher, et al., 2010). Finalement, une différence 
importante entre ces deux structures est leur durée de vie; le podosome possède une durée de vie 
de quelques minutes tandis que l’invadopode peut avoir une durée de vie allant jusqu’à plusieurs 
heures (Gimona et al., 2008). 
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1.3.1. CHEZ LA CELLULE CANCÉREUSE 
 L’invadopode est un mécanisme important à la progression tumorale. Cependant, la 
signalisation impliquée dans l’initiation, l’assemblage, la maturation et le turnover de 
l’invadopodes n’est pas tout à fait connue. Il en ressort que pour initier la formation de 
l’invadopode, la cellule doit désassembler les sites d’adhésion focale en déplétant FAK. Celui-ci 
agit ici à titre de régulateur négatif de la formation d’invadopode en contrôlant la localisation 
cellulaire de Src (Figure 7.1) (Chan et al., 2009). Ensuite, Src est libéré des filaments d’actines 
formant l’adhésion focale et lorsque cet événement se produit chez des cellules invasives, des 
facteurs de croissances comme le facteur de croissance dérivée des plaquettes (PDGF), le facteur 
de croissance épidermal (EGF) et le TGF-α peuvent activer Src via leurs récepteurs tyrosine 
kinase respectifs. Suite à son activation, Src peut maintenant lier la phosphoinositide-3-kinase 
(PI3K) ainsi que la protéine kinase C (PKC) et phosphoryler le substrat de la tyrosine kinase 
composé de 5 domaines SH3 (Tks5) (Figure 7.2). La Tks5 phosphorylée par Src est ensuite 
relocalisée aux régions de la membrane plasmique riches en phosphatidylionostol-3,4-
bisphosphate (PI(3,4)P2) et pourrait agir en tant que protéine d’échafaudage afin de recruter 
directement ou indirectement la cortactine (Oser et al., 2009). La kinase activée en p21 (PAK), la 
kinase régulée extracellulairement (ERK) et Src peuvent phosphoryler la cortactine en réponse à 
un stimulus dont l’EGF. Suite à la phosphorylation de la cortactine, cette dernière libère la 
cofiline, lui permettant d’effectuer la polymérisation de l’actine et donc de former le 
cytosquelette de l’invadopode constitué d’actine filamenteuse (F-actine) (Murphy et Courtneidge, 
2011). 
 
 L’assemblage de l’invadopode débute ensuite grâce à la liaison de Tks5 avec la protéine 
adaptatrice tyrosine kinase de région non-catalytique 1 (NCK1), la NCK2 (Stylli, et al., 2009), la 
protéine neurale du syndrôme Wiskott-Aldrich (N-WASP) et la protéine liée au récepteur de 
facteur de croissance 2 (GRB2); toutes des protéines régulatrices de l’actine. Le mécanisme exact 
responsable du recrutement de la cortactine par Tks5 demeure inconnu, cependant nous savons 
que la cortactine s’associe elle aussi avec des protéines régulatrices de l’actine comme N-WASP 
et le complexe de protéines reliées à l’actine 2/3 (ARP2/3) afin de former un complexe avec la 
protéine interagissant avec N-WASP (WIP) et la dynamine durant la formation de l’invadopode 
(Yamaguchi, et al., 2005). Ensuite, la PKC phosphoryle la fascine, tandis que la protéine de 110 
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kDa associée aux filaments d’actines (AFAP110) est phosphorylée par Src et par la PKC. 
Finalement, Tks5 permet la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) par la 
nicotinamide adénine nucléotides phosphate oxydase (NOX) (Figure 7.3). Ce sont tous des 
éléments essentiels à l’assemblage de l’invadopode, bien que les mécanismes sous-jacents restent 
à élucider. 
 À ce point, l’invadopode est immature et ne peut pas dégrader l’ECM (Figure 7.3). Afin 
de permettre la maturation de l’invadopode, la cortactine, la protéine adaptatrice de substrats de 
tyrosine kinases possédant 4 domaines SH3 (Tks4) et l’intégrine-1 (non présenté à la figure 7) 
permettent la relocalisation de la MT1-MMP à la pointe de l’invadopode ainsi que la sécrétion 
des gélatinases MMP-2 et MMP-9, possiblement via les microtubules (Figure 7.4). Il s’agit 
d’hypothèses mécanistiques puisqu’aucun résultat ne vient appuyer pour l’instant une association 
entre Tks4 et MT1-MMP (Buschman et al., 2009). Ainsi, la collagénase MT1-MMP peut 
dégrader le collagène natif présent dans l’ECM en le transformant en gélatine. Elle permet aussi 
de cliver la proMMP-2 en MMP-2 active à l’aide de TIMP-2, un mécanisme aussi observé chez 
les synoviocytes dans la polyarthrite rhumatoïde (Honda, et al., 2001; Nagase et Woessner, 
1999). La MMP-2 permet ensuite d’activer la MMP-9. Ces deux métalloprotéinases peuvent 
dégrader la gélatine afin de permettent à la cellule de se déplacer au travers de l’ECM (Itoh, 
2006; Toth et al., 2003). Finalement, la déphosphorylation de la cortactine empêche la cofiline de 
jouer son rôle de polymérisation de l’actine et permet ainsi la stabilisation de l’invadopode 
(Figure 7.5). 
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Figure 7. Étapes de la formation des invadopodes 
La formation de l’invadopode débute par la libération de Src des sites d’adhésions focaux par la 
phosphorylation de FAK(1). Ensuite, l’activation de récepteurs tyrosines kinases par des facteurs 
de croissances comme l’EGF, le PDGF et le TGF-α, permet d’activer Src afin qu’à son tour elle 
phosphoryle et active la protéine adaptatrice Tks5. Tks5 peut ensuite lier le PIP2 à la membrane et 
recrute donc la cortactine au site de formation de l’invadopode (2). Ensuite, la phosphorylation de 
la cortactine lui permet de se dissocier de la cofiline qui est maintenant libre de débuter la 
polymérisation de l’actine. Cette étape s’appelle l’assemblage de l’invadopode et nécessite la 
participation de plusieurs protéines telles que Tks5, GRB2 et Nck1 et 2. De plus, Tks5 participe à 
la production de ROS par Nox, un événement essentiel à la formation de l’invadopode (3). Puis, 
afin d’obtenir un invadopode mature, Tks4 doit permettre à la MT1-MMP de se retrouver à la 
membrane afin qu’elle puisse activer MMP-2 puis MMP-9 et que ces métalloprotéases dégradent 
l’ECM (4). Finalement, la déphosphorylation de la cortactine, met fin à la polymérisation de 
l’actine par la cofiline afin de stabiliser l’invadopode (5). 
 Des données du laboratoire de Dre Courtneidge permettent d’en savoir un peu plus sur le 
rôle que jouent les protéines adaptatrice Tks4 et Tks5 dans la formation et la maturation des 
invadopodes. En effet, lorsque Tks5 est inhibée cela empêche la formation de l’invadopode en 
plus d’empêcher la dégradation de la gélatine par les cellules et leur capacité d’invasion. En effet, 
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l’expression d’un petit ARN interférant dirigé contre Tks5 chez les fibroblastes NIH-3T3 
transformés par Src et les cellules cancéreuses humaines Bt549 et RPMI-7951 inhibe leurs 
capacités invasives. De plus, la technique de zymographie a permis de déterminer que l’inhibition 
de Tks5 ne diminuait pas la quantité de MMP-2 et MMP-9 sécrétées par les cellules (Seals et al., 
2005). Dans le cas de Tks4, son inhibition entraîne la formation d’une structure d’invadopode 
immature, riche en actine, Tks5 et cortactine, mais incapable de dégrader l’ECM car la MT1-
MMP ne se relocalise plus aux invadopodes. De plus, ils ont réussi à restaurer la formation des 
invadopodes en surexprimant Tks5 chez les cellules où Tks4 avait préalablement été inhibée, 
sans toutefois restaurer leur capacité à dégrader la gélatine. Ces données suggèrent qu’il existe 
une certaine redondance entre les rôles de Tks4 et Tks5 dans la formation de l’invadopode, mais 
que seule Tks4 est impliquée dans la maturation de l’invadopode par le recrutement de la MT1-
MMP qui permet l’activation des MMP et la dégradation de l’ECM. 
1.4. PROTÉINE ADAPTATRICE TKS4 
1.4.1. HISTORIQUE 
  C’est en 2005 que la Tks4 fut identifiée par le laboratoire de Dre Courtneidge et son 
équipe, alors qu’ils cherchaient des homologues de Tks5 dans les banques de données d’ADN 
complémentaires (cDNA) (Courtneidge et al., 2005). Aussi surnommé HOFI pour HOmologue 
de FISH ou simplement désigné d’après le gène l’encodant, SH2PXD2B, Tks4 est aussi connue 
sous le nom Fad49 pour facteur 49 de différentiation des adipocytes. En effet, c’est en 2008 que 
le laboratoire du Dr Imagawa a déterminé que Tks4 était nécessaire à la différenciation des 
adipocytes (Hishida et al., 2008). En 2009, les recherches du laboratoire du Dr Anderson sont 
venues appuyer leurs résultats (Mao et al., 2009). En effet, ils ont utilisé des souris possédant la 
mutation ponctuelle nee, résultant en un changement dans le cadre de lecture de la protéine Tks4 
qui mène à la délétion partielle de son 3e domaine SH3 ainsi qu’à la délétion totale de son 4e 
domaine SH3. Ils ont remarqué chez les souris homozygotes pour l’allèle nee, que 20% des souris 
ne survivaient pas à la première semaine de vie. Chez les Tks4-/- survivantes, ils ont constaté que 
les souris présentaient un retard de croissance, des déformations craniofaciales, squelettiques et 
oculaires, ainsi que l’infertilité et la lipodystrophie du tissus adipeux blanc (WAT) (Mao et al., 
2009). Puis en 2010, le laboratoire du Dr.van Bokhoven en partenariat avec le Dre Courtneidge 
ont déterminé que la délétion de la protéine Tks4 cause les anormalités squelettiques et 
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cardiaques caractéristiques du Syndrome Frank-ter Haar (FTHS), une maladie autosomale 
récessive causant la mort durant l’enfance (Iqbal et al., 2010). 
1.4.2. STRUCTURE 
 De prime abord, Tks4 possède une grande ressemblance avec d’autres membres de la 
famille des Substrats de Tyrosine Kinase (Tks) dont fait aussi partie Tks5. Il s’agit d’une protéine 
d’échafaudage ou adaptatrice dû à ses quatre domaines SH3 et à ses régions riches en prolines lui 
permettant de se lier à un grand nombre de partenaires. Il s’agit d’une protéine de 120 kDa 
composée de 911 a.a. et dont le gène l’encodant est situé sur le chromosome 5q35.1 chez 
l’humain (Iqbal et al., 2010). Elle comporte aussi un domaine d’homologie PHOX (PX) à son 
extrémité N-terminale (Figure 8). Le domaine PX a d’abord été observé chez les sous-unités 
p47phox et P40phox de NOX, d’où il porte son nom. Ce domaine est composé d’une région riche en 
prolines liant les domaines SH3, ainsi que d’une séquence de résidus basiques lui permettant 
d’interagir avec les phosphoinositides (PI) et avec l’acide phosphatidique (PA). Les protéines 
pourvues de domaines PX participent surtout au recrutement de protéines requises à la 
signalisation et au trafic cellulaire à la membrane, ainsi qu’à l’endocytose, la transcription et la 
polarisation de la cellule (Kutateladze 2007). Chez la protéine Tks4, le domaine PX lui permet 
surtout de lier le PI3P se retrouvant à la surface des endosomes et le PI(3,4)P2 que l’on retrouve à 
la membrane plasmique (Buschman et al., 2009). Une caractéristique plutôt intéressante du 
domaine PX de Tks4 est qu’il contient un site de phosphorylation sur un résidu tyrosine (Y25) 
qui pourrait permettre à Tks4 d’adopter une conformation ouverte en empêchant la région riche 
en proline (PxxP) du domaine PX de lier son 3e domaine SH3. Le domaine PX disponible, 
pourrait alors lier les PI, un peu comme c’est le cas pour la P47phox (Buschman et al., 2009; 
Hishida et al., 2008). Cependant, des données issues des recherches du laboratoire de Dr Bokoch, 
montrent que Tks4 est capable de lier la cortactine et ce, de façon indépendante de sa 
phosphorylation, ce qui va à l’encontre de l’hypothèse du changement conformationnel de Tks4 
selon son état de phosphorylation (Gianni et al., 2011). Finalement, les quatre domaines SH3 de 
Tks4 lui permettent de lier les régions riches en prolines (PxxP). En plus de la tyrosine 25 (Y25) 
dans le domaine PX, Tks4 possède deux autres sites de phosphorylation par Src, un sur le résidu 
tyrosine 373 (Y373), situé entre le 2e et le 3e domaine SH3, et l’autre sur la tyrosine 508 (Y508) 
situé entre le 3e et le 4e domaine SH3 (Buschman et al., 2009).  
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Figure 8. Structure de la protéine adaptatrice Tks4 
La protéine adaptatrice Tks4 est composée de 4 domaines d’homologie de Src 3 (SH3) liant les 
peptides riches en prolines en plus de posséder elle-même, plusieurs régions riches en prolines 
(PxxP) capables de lier les domaines SH3 de d’autres protéines ou bien ses propres domaines 
SH3. Le domaine PHOX (PX) de Tks4 lui permet de lier les phosphoinositides (PI) des 
membranes, comme le PIP2 de la membrane plasmique et le PI3P des endosomes. La protéine 
adaptatrice Tks4 comporte aussi trois sites de phosphorylation par Src situés sur les tyrosines 
508, 373 et 25. Ce dernier site de phosphorylation permet de contrôler sa conformation afin de 
permettre au domaine PX de lier ou non les PI. 
1.4.3. LOCALISATION 
 L’étude de Mao et coll., a démontrée que Tks4 n’est pas exprimée de façon ubiquitaire. 
En effet, on la retrouve majoritairement dans le WAT, les poumons, le cerveau, la rate et 
l’estomac, alors qu’il n’y en a pas dans la moelle osseuse (Mao et al., 2009). De plus, Tks4 n’est 
pas exprimée dans les cellules THP-1 (monocyte) et JURKAT (lymphocyte T) (Lànyi et al., 
2011). Une autre étude s’est intéressée aux niveaux relatifs d’ARN messager (ARNm) de Tks4 
dans différents tissus de souris. De façon presque similaire à l’étude précédente, l’ARNm de 
Tks4 est exprimé majoritairement dans les poumons, le cerveau et la rate, en plus d’avoir des 
niveaux très élevés dans le cœur, le muscle squelettique et dans les embryons (Buschman et al., 
2009). La localisation cellulaire de Tks4 a quant à elle été étudiée chez les fibroblastes non 
transformés de type NIH-3T3. Chez ces cellules, Tks4 a une distribution cytoplasmique 
uniforme. Cependant, lorsqu’on surexprime la forme active de Src, le remaniement du 
cytosquelette d’actine mène à la formation d’invadopodes où l’on retrouve Tks4 (Buschman et 
al., 2009), de même que Tks5 (Seals et al., 2005). 
1.4.4. RÔLES DANS LE CANCER 
 Tel que mentionné précédemment, Tks4 est nécessaire à la polymérisation de l’actine et à 
la dégradation de l’ECM par les invadopodes chez des cellules transformées Src-NIH-3T3 
(Buschman et al., 2009). Elle permet aussi la migration chez les cellules cancéreuses Hela et ce, 
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de façon dépendante de l’EGF (Bögel et al., 2012; Lányi et al., 2011). Mais un autre aspect 
important quant au rôle de Tks4 dans la formation des invadopodes est son implication dans la 
production des ROS. En effet, Tks4 possède une forte homologie de séquence avec les sous-
unités p47phox de Nox (Weaver, 2009). Il a d’ailleurs été démontré que Tks4 agissait à titre 
d’organisatrice de Nox1 et Nox3, qui sont exprimées chez les cellules épithéliales du côlon. Pour 
ce faire, Tks4 lie la protéine activatrice 1A de Nox (NoxA1) suite à la phosphorylation du résidu 
Y508 par Src. Ceci permet d’augmenter la production de ROS aux invadopodes, un évènement 
nécessaire afin d’obtenir des invadopodes fonctionnels (Gianni et al., 2010).  
1.5. PROTÉINE ADAPTATRICE TKS5 
 La protéine Tks5 a été isolée en 1998 par le laboratoire du Dre Courtneidge, en tant que 
nouveau substrat de Src (Lock et al., 1998). Elle a d’abord été nommée Tks5, puis FISH pour 
Five SH3 domain containing protein, avant d’être rebaptisée Tks5 quelques années plus tard. Elle 
fait depuis l’objet de recherches intensives pour son rôle dans la formation d’invadopodes et 
l’invasion des cellules cancéreuses (Burger et al., 2013), tout comme pour son rôle dans 
l’implantation de tumeurs in vivo (Blouw et al., 2008). Elle a aussi été étudiée chez les 
macrophages, où elle régule la migration en promouvant l’adhésion, la motilité et le remodelage 
de l’ECM grâce aux podosomes qu’ils forment (Burger et al., 2011), ainsi que chez les 
ostéoclastes, où Tks5 favorise la fusion cellule-cellule et la formation de podosomes (Oikawa et 
al., 2012). Un autre exemple des effets pléiotropes de Tks5 est son rôle essentiel dans la 
migration d’une lignée de cellules souches de la crête neurale in vitro et des cellules de la crête 
neurale durant l’embryogenèse du poisson zèbre in vivo (Murphy et al., 2011) 
 De façon similaire à Tks4, Tks5 partage une forte homologie de séquence avec la sous-
unité p47phox de Nox et joue un rôle important dans la production des ROS qui sont nécessaires à 
la formation des invadopodes. En effet, Tks5 peut s’associer avec la sous-unité p22phox de Nox, 
suggérant que Tks5 fait partie d’un complexe protéique avec Nox. De plus, les ROS semblent 
moduler la phosphorylation de Tks5 dans une boucle de rétroaction positive. (Diaz et al., 2009; 
Weaver, 2009). 
 Depuis maintenant quelques années, Tks5 est utilisée en tant que marqueur spécifique 
d’invadopodes (Miyazawa et al., 2009), au même titre que les agrégats d’actines et de cortactines 
(Murphy et Courtneidge, 2011).  
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1.5.1. STRUCTURE 
 Tks5 est localisée sur le chromosome 10q24.33 chez l’homme et est encodée par le gène 
SH3PXD2A qui signifie littéralement, domaines SH3 et PX 2A. Donc, elle possède un domaine 
PX lui permettant de lier des phosphoinositides; préférentiellement le PI(3,4)P2, que l’on retrouve 
durant la phase précoce de la formation des invadopodes (Oikawa et al., 2008), ainsi que le PI3P 
des endosomes (Abram et al., 2003). La protéine adaptatrice Tks5 possède aussi cinq domaines 
SH3 (d’où son nom) et plusieurs régions riches en proline (Figure 9). Les trois premiers 
domaines SH3 de Tks5 possèdent respectivement 81%, 68% et 71% d’homologie de séquence 
avec les trois premiers domaines SH3 de Tks4, alors que le 4e domaine SH3 (SH3#4) de Tks4 
comporte seulement 57% d’homologie avec le 5e domaine SH3 de Tks5. De plus, il y a seulement 
36% d’homologie de séquence pour la région englobant le 4e domaine SH3 de Tks5 et la région 
de liaison de Tks4 (Courtneidge, 2012). Finalement, les tyrosines 557 (Y557) et 619 (Y619) se 
retrouvant dans la région de liaison entre les domaines SH3#3 et SH3#4 sont des sites de 
phosphorylation par Src. La phosphorylation de ce site est importante pour l’activation 
fonctionnelle complète de Tks5 (Stylli et al., 2009). Aussi, Tks5 comporte deux sites d’épissages 
identifiés chez des lignées cellulaires cancéreuses humaines (Seals et al, 2005) et chez un modèle 
murin d’adénocarcinome pulmonaire (Li et al, 2013). Ces sites d’épissages alternatifs résultent en 
la production de trois isoformes de Tks5; Tks5, Tks5court et Tks5long. Ceci explique pourquoi lors 
des essais d’immunobubardage, on observe habituellement un doublet ou un triplet entre 130 et 
150 kDa lorsque lorsqu’on utilise des anticorps dirigés contre le domaine SH3#1 ou SH3#4, qui 
sont tous deux conservés chez les différentes isoformes de Tks5 (Courtneidge, 2003). L’isoforme 
Tks5long possède un domaine PX lui permettant de lier les PI et les membranes; ce qui explique 
que cette isoforme soit associée à une plus grande activité métastatique que les deux autres 
isoformes qui ne possède pas de domaine PX (Li et al., 2013). Il semble aussi que Tks5long 
possède des rôles importants dans le développement des mammifères puisque les souris chez 
lesquelles cette isoforme est ciblée présentent des taux élevés de morts néonatales et des 
déformations majeures du palais secondaire (Cejudo-Martin et al., 2014). 
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Figure 9. Structure de la protéine adaptatrice Tks5 
La protéine adaptatrice Tks5 est composée de cinq domaines SH3 capables de lier les régions 
riches en prolines afin de remplir son rôle de protéine adaptatrice. Le domaine SH3 #4 est celui 
possédant le moins d’homologie de séquence (36%) aux domaines SH3 de Tks4. Tks5 possède 
aussi un domaine PX lui permettant de lier le PIP2 mais aussi le PI3P. Tks5 possède aussi deux 
sites de phosphorylation sur les tyrosines 552 et 557 ainsi que deux sites d’épissages alternatifs, 
le premier entre le domaine PX et SH3#1 et le second entre le domaine SH3#1 et SH3#2. 
1.5.2. LOCALISATION 
 La protéine adaptatrice Tks5 est localisée dans le cytoplasme des fibroblastes de la lignée 
NIH-3T3 parentale, alors qu’elle colocalise avec l’actine aux sites de formation des invadopodes 
chez les fibroblastes Src-3T3. Il est intéressant de constater que le domaine PX de Tks5 permet sa 
localisation aux invadopodes, et ce, de façon dépendante de l’activation de Src (Abram, et al., 
2003). En effet, la surexpression du domaine PX de Tks5 étiqueté à l’aide de la protéine 
fluorescente verte (GFP) chez des cellules normales montre que sa localisation est sous forme de 
puncta et moins diffuse qu’avec la surexpression de Tks5 complète. Ce résultat suggère que chez 
les cellules normales où Src est moins actif, Tks5 subit une contrainte conformationnelle 
empêchant son domaine PX de lier les phosphoinositides (Abram et al, 2003). Pour ce qui est de 
la distribution tissulaire de Tks5, on retrouve son ARNm majoritairement dans le cœur, le 
cerveau, les poumons, le foie, les muscles squelettiques et les reins, alors qu’elle est très peu 
présente dans la rate et les testicules (Lock et al., 1998). 
1.6. INVADOSOMES ET ARTHRITE 
 La formation des invadosomes chez les synoviocytes arthritiques a été très peu étudiée 
jusqu’à maintenant. Des travaux effectués dans notre laboratoire par le Dr. Lauzier, ont 
démontrés pour la première fois l’existence de structure chez les synoviocytes qui s’apparentaient 
aux invadopodes. Il s’agissait de structures d’actines permettant aux synoviocytes de dégrader 
l’ECM in vitro et d’envahir le cartilage articulaire chez le rat in vivo (Lauzier et al., 2011). 
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D’abord, nous avons déterminé que les FLS arthritiques (A-FLS) formaient plus d’invadosomes 
que les FLS sains, menant par le fait même à une augmentation de la dégradation de l’ECM. De 
plus, nous avons observé que les niveaux de phospho-Src étaient significativement plus élevés 
chez les synoviocytes arthritiques comparativement aux synoviocytes sains. Nous avons ensuite 
étudié le rôle de Src dans la formation d’invadosomes en l’inhibant à l’aide d’un inhibiteur 
pharmacologique, le PP2 ou d’un petit ARN en tête d’épingle (shRNA) dirigé contre Src. Nous 
avons démontré que Src est nécessaire à la formation des invadosomes ainsi qu’à la dégradation 
de l’ECM, car le pourcentage de cellules capables de former des invadosomes, tout comme les 
aires de dégradations de l’ECM ont diminués de façon significative chez les synoviocytes 
arthritiques chez lesquels Src était inhibé comparativement aux synoviocytes arthritiques 
contrôles. Les niveaux observés après l’inhibition de Src ont même diminués jusqu’à atteindre les 
niveaux basaux observés chez les synoviocytes sains. Finalement, le PP2 a été injecté de façon 
intra-péritonéale et le shRNA de Src a été injecté directement dans l’articulation du genou chez 
des rats souffrant d’arthrite induite au collagène (CIA). Les résultats obtenus ont été probants, car 
l’inhibition de Src a permis de diminuer l’hyperplasie de la membrane synoviale ainsi que 
l’invasion et la dégradation du cartilage par les cellules composant la membrane synoviale de 
façon significative chez les rats traités comparativement aux rats contrôles. En conclusion, la 
formation d’invadosomes est donc un processus physiologique important dans le développement 
de l’arthrite, qui mérite donc qu’on s’y attarde afin d’en élucider les mécanismes cellulaires. 
1.7. MODÈLE ANIMAL D’ARTHRITE INDUITE AU COLLAGÈNE (CIA) 
 Tous les modèles animaux utilisés afin de reproduire certaines caractéristiques de la PR 
présentent des avantages et des inconvénients. Cependant, le modèle d’arthrite induite au 
collagène est celui qui reproduit le plus fidèlement les différents aspects physiopathologiques de 
la PR humaine. En effet, les animaux CIA arborent une hyperplasie de la membrane synoviale 
menant à la dégradation du cartilage et une infiltration de cellules mononucléées dans le liquide 
synovial. De façon similaire à la PR, la susceptibilité au développement de l’arthrite dans ce 
modèle dépend de l’haplotype du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II. De 
plus, les lymphocytes B et les lymphocytes T, tout comme le complément et le facteur 
rhumatoïde, sont aussi impliqués dans le développement de la CIA (Kanann et al., 2005). Ce 
modèle présente aussi des lacunes, d’abord, il ne permet pas d’observer les phases d’exacerbation 
suivies de phases de rémission de la maladie comme c’est le dans la PR.  
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 Le CIA implique une immunisation avec le collagène de type II hétérologue et d’adjuvant 
complet de Freund (CFA)(un mélange de membranes de mycobactéries et d’huile minérale) afin 
de promouvoir une réponse pro-inflammatoire auto-immune médiée par les lymphocytes T Th1 
et Th17, ainsi que par l’activation de la sous-unité C5a du complément. Cela mène à 
l’inflammation de l’articulation suite à la réaction auto-immunitaire au collagène de type II qui 
représente 50% des protéines du cartilage et 85% du collagène du cartilage (Ralphs et Benjamin, 
1994). Le développement du CIA dépend de plusieurs facteurs, dont le type de collagène utilisé, 
l’âge de l’animal, ainsi que le site d’immunisation (Brand et al, 2007). De plus, comme la PR est 
une maladie ayant une plus grande incidence chez la femme, le CIA semble mieux se développer 
chez les rates, tandis que pour la souris, le CIA se développe mieux chez le mâle, un effet qui 
semble impliquer la testosérone (Wilder 1996). 
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2. Hypothèse/problématique 
 
 Suite à la découverte de l’importance physiologique des invadosomes dans l’arthrite 
et du rôle central de Src dans la formation des invadosomes et la dégradation du cartilage 
articulaire, l’objectif global de notre étude consistaient à étudier les mécanismes dépendants 
de Src menant à la formation de l’invadosome et à la dégradation de l’ECM. Nous nous 
sommes intéressés plus particulièrement aux protéines adaptatrices Tks4 et Tks5, qui dans 
le cancer semblent être les pierres angulaires de la dégradation de l’ECM. Ainsi nous 
cherchions à déterminer si Src module le caractère invasif des FLS par l’activation des 
protéines adaptatrices Tks4 et Tks5 dans un modèle animal de PR. 
 Plus précisément, la première étape de cette étude était d’évaluer les niveaux 
d’expression de Tks4 et Tks5 chez les FLS sains et arthritiques. En second lieu, nous avons 
vérifié si Tks4 et Tks5 interagissent, sont phosphorylées et colocalisent avec pSrc. 
Finalement, nous avons étudié le rôle de Tks4 et Tks5 dans la dégradation de l’ECM et du 
cartilage par les A-FLS in vitro et in vivo. 
 
 
 43 
 
3. Matériel et méthodes  
3.1. INDUCTION DE L’ARTHRITE AU COLLAGÈNE CHEZ LE RAT 
 Toutes les expérimentations impliquant des animaux ont été réalisées selon des 
protocoles approuvés par le comité d’éthique de la recherche animale de l’Université de 
Sherbrooke et conformes aux régulations du Conseil Canadien de la Protection des 
Animaux en science (CCPA). Des rats Lewis femelles entre 100 g et 124 g (Laboratoires 
Charles River, Burlington, MA, USA) ont été acclimatés pour une durée de sept jours à 
l’animalerie. Pour induire l’arthrite chez ces rats, le collagène bovin de type II (Chondrex; 
Redmond, WA, USA) a été solubilisé pendant 18h à 4°C avec rotation dans 0,01M d’acide 
acétique (Fisher Brand, Waltham, MA, USA), filtré, puis 250 µg de collagène a été 
mélangé à un volume égal d’adjuvant complet de Freund (CFA; Sigma; Oakville, ON, 
Canada) à l’aide de deux seringues en verre sur glace pour une durée de 20 minutes. Les 
rats ont ensuite été injectés de façon intradermique à la base de la queue avec 200 µL du 
mélange de collagène de type II(Chondrex)/CFA(Sigma) (rats arthritiques) ou avec 200 µL 
d’une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) 1X froide (rats contrôles sains). 
L’épaisseur des pattes a été mesurée afin de s’assurer que l’arthrite était bien induite et les 
rats ont été euthanasiés entre le 21e et le 32e jours après l’injection. 
3.2. PRODUCTION DE LENTIVIRUS SHTKS4, SHTKS5 ET SHSRC 
 Les vecteurs lentiviraux de troisième génération (pLKO.1-puro) exprimant un ARN 
interférant aussi appelé small harpin RNA (shRNA) ciblant la protéine Tks4 humaine 
(Sigma), ou la protéine Tks4 de rat (fournit par le Dre Sara Courtneidge; Sanford Burnham 
Medical Research Institute, La Jolla, CA, USA), ou la Tks5 de rat (Dre Sara Courtneidge), 
ou Src de rat (EZBiolab; Carmel, IN, USA) ont été utilisés afin de produire les lentivirus. À 
cette fin, une boîte de Pétri de 15 cm de cellules de reins embryonnaires humaines 293 
(HEK 293) à 90% de confluence a été divisée en quatre boîtes de Pétri de 15 cm dans du 
milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium ; Wisent, St-Bruno, QC, Canada) 
supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (FBS) (Sigma) inactivé par la chaleur et 
gentamycine (Wisent) et les cellules ont été incubées 24 heures à 37 °C. Les cellules ont 
ensuite été transfectées avec un mélange (préalablement incubé 20 minutes) de 112 µL de 
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PEI (Polyéthylénimine; Polysciences Inc.; Warrington, PA, USA), 3 mL d’OptiMEM 
(Gibco/Life Technologies/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), 9 µg de pLP1, 6 
µg de pLP2, 4 µg de pLP/VSVG et 9 µg du vecteur choisi ajouté goutte-à-goutte à chacune 
des boîtes de Pétri. Les cellules ont été incubées pendant 48 heures à 37 °C en présence de 
5% CO2 et les virus ont été récoltés, filtrés à l’aide d’un filtre 40 µm, aliquotés et congelés 
à -80 °C. Pour les injections intra-articulaires, les virus exprimant un shRNA ciblant Tks4 
ont été concentrés 30X à l’aide du Lenti-X-concentrator (Clontech; Mountain View, CA, 
USA) selon les directives du manufacturier. 
3.3. PROTOCOLE IN VIVO D’INHIBITION DE TKS4  
 Les genoux des pattes arrières de rats injectés 10 jours auparavant avec le mélange 
de collagène de type II (Chondrex)/CFA (Sigma) ont été injectés de façon intra-articulaire 
avec 50 µL de lentivirus exprimant le shRNA dirigé contre Tks4 ou 50 µL de lentivirus 
exprimant un shRNA contrôle. Les rats ont ensuite été euthanasiés au jour 32 et les 
articulations fixées durant 24 heures dans le formol avant d’être décalcifiées et incluses 
dans la paraffine par le service de pathologie du Centre Hospitalier Universitaire de 
Sherbrooke.  
3.4. ÉVALUATION DE L’ARTHRITE INDUITE AU COLLAGÈNE  
 Afin de suivre le développement de la maladie, l’épaisseur des pattes a été mesurée 
quotidiennement au niveau de la cheville à l’aide d’un pied à coulisse (BEL-ART 
PRODUCTS, Pequannock, NY, USA). La sévérité de l’arthrite a aussi été évaluée par 
l’index articulaire selon l’observation de la rougeur et/ou de l’enflure au niveau de la patte 
des rats. Le pointage a été comptabilisé selon une échelle de 0 à 4, où 0 = pas 
d’inflammation, 1= limitation de l’atteinte à la cheville, 2 = la cheville et la moitié du 
tarse proximal sont atteints, 3 = la cheville, le tarse complet et le métatarse sont atteints, 4 = 
la patte entière est atteinte incluant les orteils. L’évaluation histologique des articulations 
des différents groupes de rats à l’étude a été réalisée en quantifiant différentes 
modifications qui sont observées de façon typique dans ce modèle. Nous nous sommes 
intéressés plus particulièrement à l’hyperplasie de la membrane synoviale, au nombre de 
zones d’invasion du cartilage par le pannus ainsi qu’à la profondeur de ces zones 
d’invasion. Chaque catégorie s’est vue attribuer un pointage selon une échelle prédéfinie 
 45 
 
afin de permettre la comparaison des différents groupes entre eux. L’hyperplasie de la 
membrane synoviale a été quantifiée à l’aide du décompte des couches de cellules formant 
la membrane synoviale. Le pointage a été attribué comme suit : 0 = 1 à 3 couches de 
cellules, 1 = 4 à 5 couches de cellules, 2 = 6 à 7 couches de cellules, 3= 8 à 9 couches de 
cellules et 4 = 10 couches de cellules et plus. Pour ce qui est des zones d’invasion du 
cartilage, seules les zones montrant clairement que le pannus avait envahi le cartilage ont 
été prises en comptes et leur valeur nominale a été utilisée afin de les quantifier. 
Finalement, la profondeur des zones d’invasion a été évaluée selon l’échelle modifiée de 
Mankin (Pine et al., 2007), où 0= normal; 1 = irrégularités de la surface du cartilage; 2 = 
présence du pannus et d’irrégularités de la surface du cartilage; 3 = invasion jusqu’à la zone 
de transition; 4 = invasion jusqu’à la zone calcifiée, 5 = invasion jusqu’à l’os sous-chondral 
et 6 = désorganisation complète du cartilage. Afin d’effectuer les décomptes, cinq zones 
représentatives de l’articulation ont été prises en photo à l’aide d’un microscope Zeiss 
Axioscope (Karl Zeiss inc; Toronto, ON, Canada) avec l’objectif 40X et ont par la suite été 
analysées par deux évaluateurs indépendants.  
3.5. IMMUNOHISTOCHIMIE (IHC)  
 Les articulations ont été coupées en sections de 5 µm d’épaisseur avec un 
microtome (Leica Biosystems; Concord, ON, Canada). Les coupes ont été déposées dans 
un bain d’eau à 42 °C, puis sur une lame de microscope et séchées pendant 16 heures à 37 
°C. Préalablement à leur utilisation, les coupes ont été chauffées 1 heure à 50 °C qui est le 
point de fusion de la paraffine, ce qui permet l’adhésion de la coupe de tissus à la lamelle 
de verre. Les tissus ont ensuite été plongés deux fois pour une durée de 5 minutes chacune 
dans du toluène (Fisher), suivi par deux bains d’éthanol (Commercial alcohols, Toronto, 
ON, Canada) 100% de 5 minutes, puis d’un bain de 30 minutes dans une solution de 
peroxyde (Fisher) 1% dilué dans du méthanol (Fisher). Ensuite, les tissus ont été 
séquentiellement plongés 5 minutes dans de l’éthanol 90%, 70%, 50%, H2O et du PBS 1X. 
Les tissus ont par la suite été perméabilisés pendant 30 minutes à 4 °C à l’aide d’une 
solution de PBS 1X et de saponine 2%. Afin d’exposer les antigènes, les tissus ont été 
incubés pendant 15 minutes à 37 °C en présence d’une solution fraîche de trypsine (0,1g 
NaCl, 100mL H2O, 4 mL trypsine pH 7,8). Les sites de liaison non-spécifiques ont été 
bloqués 30 minutes à la température de la pièce avec une solution d’albumine de sérum 
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bovin (BSA) 2% (dissous dans du PBS 1X). Les anticorps primaires dirigés contre Tks4 
(1:100) (Millipore, Etobicoke, ON, Canada) ou contre le collagène clivé (Col2,3/4CShort) 
(1:50; Ibex Pharmaceutical; Montréal, QC, Canada) (Tableau 2) ont été dilués dans la 
solution de BSA 2% et ont ensuite été ajoutés sur les tissus pour une durée de 2 heures à la 
température de la pièce. Les tissus ont ensuite été lavés 5 minutes avec du PBS 1X 
contenant 0,1% de Tween-20 (Fisher) (PBST), puis incubés 30 minutes avec l’anticorps 
secondaire biotinylé (1:200 dilué dans la solution de blocage BSA 2%). Par la suite, les 
tissus ont été lavés à nouveau 5 minutes dans le PBS 1X, puis incubés 15 minutes avec un 
anticorps couplé à la streptavidine-peroxidase (dilué 1:200 dans une solution de BSA 2%). 
Finalement, les tissus ont été lavés 2 fois durant 5 minutes avec du PBST puis la coloration 
a été révélée avec le substrat de la peroxydase soit le 3,3′-Diaminobenzidine (DAB) 
(Sigma). Les tissus ont ensuite été rincés à l’eau, trempés dans de l’éthanol 70%, puis dans 
de l’éthanol 100% et ont finalement été plongés pour 5 minutes dans le toluène. Les lames 
ont par la suite été fixées à l’aide d’une résine synthétique (Permount; Thermo Fisher 
Scientific) puis recouvertes d’une lamelle de verre, afin de conserver l’intégrité des 
marquages et des tissus. 
Tableau 2. Liste des anticorps 
Anticorps dirigé contre: Source Type Compagnie 
-Tubuline Souris Monoclonal Sigma 
-Actine Lapin Polyclonal Sigma 
Col2,3/4Cshort Lapin Polyclonal Ibex Pharmaceutical 
Cortactine 4F11 Souris Monoclonal Millipore 
MT1-MMP Hinge region  Lapin Polyclonal Millipore 
Phospho-MT1-MMP Lapin Polyclonal Pr Richard Béliveau 
Phospho-Src Lapin Polyclonal Cell Signaling 
Phospho-Tyrosine clone 4G10 Souris Monoclonal Millipore 
Src[pY418] conjugué AlexaFluor488 Lapin Polyclonal Invitrogen 
Src clone GD11 Souris Monoclonal Millipore 
Tks4 Lapin Polyclonal Millipore 
Tks5 (SH3#1) Lapin Polyclonal Millipore 
Tks5 (SH3#4) Lapin Polyclonal Millipore 
 
 Pour les colorations à l’hématoxyline et à l’éosine, les tissus ont subi un traitement 
similaire à celui présenté plus haut jusqu’à l’étape du lavage de 5 minutes dans une solution 
de PBS 1X inclusivement. Par la suite, les tissus ont plutôt été recouverts avec la coloration 
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Hématoxylin Harris durant 5 minutes, puis rincés à l’eau courante. Ensuite, les tissus ont 
été trempés dans une solution d’acide chlorhydrique (HCl; JT Baker, Center Valley, PA, 
USA) 0,25% dilué dans de l’éthanol 70%, avant d’être encore une fois rincés à l’eau 
courante. Après quoi, les tissus ont été submergés dans une solution d’hydroxyde de 
sodium (NaOH) (7 gouttes NaOH 5N dans 225 mL H2O) pour une durée d’une minute puis 
ont été rincés à l’eau courante. Les tissus ont ensuite été colorés à l’aide de l’éosine pour 1 
minute puis ils ont été rincés à l’eau courante. Finalement, les tissus ont été trempés 
brièvement dans de l’éthanol 70% puis de l’éthanol 100%, avant d’être trempés dans du 
toluène pour 5 minutes. Afin de conserver l’intégrité de la coloration des tissus, ils ont été 
recouverts d’une goutte de résine synthétique (Permount; Thermo Fisher Scientific) puis 
d’une lamelle de verre.  
 
3.6. CULTURE PRIMAIRE DE SYNOVIOCYTES DE TYPE FIBROBLASTIQUE  
 Les corps adipeux infra-patellaires qui recouvrent la membrane synoviale ont été 
prélevés chez les rats sains; injectés avec du PBS 1X ou chez les rats arthritiques; injectés 
avec du collagène de type II(Chondrex)/CFA (Sigma). Ceux-ci ont été déposés dans un puit 
d’une plaque de culture 6 puits contenant du PBS 1X et 1% d’antibiotique Pen-Strep (100 
U pénicilline et 0,2 mg/mL streptomycine) (Sigma) avant d’être incubés 20 min à la 
température de la pièce. Les tissus ont ensuite été transférés dans des puits contenant 0,2 
mg/mL de collagénase de type IV (lot #SLBB5372v, Sigma) et 1% de Pen-Strep, puis 
coupés en morceaux fins à l’aide de deux lames de scalpel. Les plaques ont ensuite été 
incubées pour 2 heures à 37 °C en présence de 5% CO2. Suite à l’incubation, les fragments 
tissulaires ont été récoltés minutieusement à l’aide d’une pipette de 10 mL et transférés 
dans des tubes Falcons (BD Biosciences; Mississauga, ON, Canada) de 15 mL. Les tubes 
ont été centrifugés durant 10 min à 1000 g et les culots obtenus ont été lavés une fois avec 
du PBS 1X. Par la suite, les surnageants ont été aspirés et les culots resuspendus dans 10 
mL de DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium : Nutrient mixture F-12) 
(Wisent) contenant 20% de FBS (Sigma) et 40 µg/mL de gentamycine (Wisent). Les 
cellules ont été mises en culture dans des boîtes de Pétris de 10 cm et incubées à 37 °C avec 
5% de CO2 pour une période d’une semaine. Lorsque les cellules formaient un tapis 
uniforme, sans pour cela être à confluence, la concentration de FBS (Sigma) a été réduite à 
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15%, puis à 10%. Les cellules ont ensuite été resuspendues dans un milieu DMEM/F-12 
(Wisent) contenant 20% FBS (Sigma) et 8% dyméthylsulfoxyde (DMSO; Fisher) et 
congelées une semaine à -80 °C avant d’être conservées dans l’azote liquide jusqu’à leur 
utilisation. Les synoviocytes employés dans les expériences ont été utilisés entre les 
passages 4 et 9. 
3.7. CULTURE PRIMAIRE DE SYNOVIOCYTES DE TYPE FIBROBLASTIQUE HUMAINS  
 Les synoviocytes humains, provenant de patients souffrants de polyarthrite 
rhumatoïde ou de sujets sains, ont été obtenus de la compagnie Asterand (Detroit, MI, 
USA). Les cellules ont été cultivées dans des boîtes de Pétri de 15 cm dans un milieu 
DMEM/F-12 (Wisent) contenant 10% de FBS (Sigma) et 40 µg/mL de gentamycine 
(Wisent). Les boîtes de Pétris ont été incubés à 37 °C en présence de 5% de CO2 et suite à 
leur multiplication, les cellules ont été congelées dans un milieu DMEM/F-12 (Wisent) 
contenant 20% de FBS (Sigma) et 8% de DMSO (Fisher). Les cellules congelées ont été 
conservées une semaine à -80°C avant d’être placées dans l’azote liquide jusqu’à leur 
utilisation. Les synoviocytes employés dans les expériences ont été utilisés entre les 
passages 4 et 9. 
3.8. TRANSDUCTION DES SYNOVIOCYTES   
Des synoviocytes ont été ensemencés 24 heures préalablement à la transduction dans 
des plaques de 24 puits pour la zymographie, dans des boîtes de Pétri de 10 cm pour le 
dosage protéique de Tks4 et Tks5 ou dans des boîtes de Pétri de 15 cm pour les co-
immunoprécipitations de Tks4 et Tks5. Pour les expériences, nous avons utilisé des 
synoviocytes sains, des synoviocytes arthritiques et des synoviocytes arthritiques qui 
expriment soit un shRNA contrôle (shCtrl), un shRNA ciblant Tks4 (shTks4) ou un shRNA 
ciblant Tks5 (shTks5). Les puits ou boîtes de Pétri utilisés pour les synoviocytes sains ou 
arthritiques ont été ensemencés à une densité 2 fois plus faible que ceux utilisés pour la 
transduction lentivirale, puisque celle-ci semble ralentir la division cellulaire. Les 
plasmides shCtrl, shTks4 et shTks5 comportent tous un gène de résistance à la puromycine 
et les synoviocytes transduits à l’aide de ces plasmides ont été soumis à une sélection à la 
puromycine (0,2 µg/mL; In vivo Gen, San Diego, CA, USA) pour 5 jours. 
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3.9. PRÉPARATION DES LYSATS CELLULAIRES 
 Les cellules ont été privées de sérum durant 16 h, le surnageant a été aspiré et les 
cellules rincées 2 fois à l’aide de PBS 1X froid alors que les Pétris étaient déposés sur de la 
glace. Le PBS a été aspiré et la lyse des cellules a été effectuée à l’aide d’un tampon de lyse 
NP-40 froid (10% Nonidet P-40 (Roche Diagnostics; Laval, QC, Canada), 150 mM de 
chlorure de sodium (NaCl; Fisher), 50mM acide chlorhydrique tamponnée avec du 2-
amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol (Tris-HCl; Sigma) pH 7,4) supplémenté avec un 
cocktail contenant des inhibiteurs de protéases 1X (exempt d’éthylène diamine tétra-
acétique (EDTA); Roche) et des inhibiteurs de phosphatases (Sodium fluoride 10 mM, 
Sodium orthovanadate 1 mM et β-Glycérophosphate 20 mM (Sigma)). Les cellules ont été 
récoltées puis incubées à 4 °C avec agitation pour une durée de 30 minutes avant d’être 
centrifugées 30 minutes à 13 000 rpm à 4 °C. Les surnageants comportant la fraction 
cytosolique des protéines ont ensuite été transférés dans des tubes Eppendorf (Mississauga, 
ON, Canada) et conservés sur glace. Le dosage des protéines a été effectué à l’aide d’un 
essai colorimétrique (BCA™ ; Pierce Biotechnology/Thermo Scientific, Rockford, IL, 
USA) selon les indications du manufacturier. 
3.10. IMMUNOBUVARDAGE  
 Pour l’immunobuvardage, un tampon d’échantillon 4X (10% ß-2-mercaptoéthanol 
(Sigma, 0,125 M Tris-HCl pH=6,8, 4% dodécylsulfate de sodium (SDS; Fisher), 20% 
glycérol et 0,025% bleu de bromophénol) a été ajouté aux lysats cellulaires contenant 30 µg 
de protéines pour les synoviocytes de rats et 15 µg de protéines pour les synoviocytes 
humains dans un rapport 1:1. Les échantillons ont été bouillis pour une durée de 5 minutes 
avant d’être déposés sur un gel de polyacrylamide. Une solution de bis-acrylamide (Fisher) 
de 7,5% (pH=8,8) a été utilisée pour le gel séparateur et de 4% (pH=6,8) pour le gel 
condensateur L’électrophorèse a été effectuée à 110V pendant 80 minutes à l’aide d’un 
appareil Mini-Protean II Cell (Bio-Rad; Mississauga, ON, Canada), dans un tampon 
d’électrophorèse (1% SDS, 0,025 M Tris-Base et 0,25M glycine). Les protéines séparées 
ont ensuite été transférées sur une membrane de polyfluorure de vinylidène (PVDF; Roche 
Diagnostics) pendant 75 minutes à 110V dans un tampon de transfert (20% méthanol 
(Fisher), 0,025 M Tris-Base et 0,25M glycine) en s’assurant que l’ampérage ne dépasse pas 
0,25 A. Les membranes ont par la suite été lavées 20 minutes dans du tampon de lavage 
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TBS 1X (Tris Buffer Saline) avant d’être incubées dans une solution de blocage BSA 5% 
ou lait en poudre Carnation 5% (diluée dans du TBS 1X additionnée de Tween-20 0,1% 
(TBST)) 1 heure à la température de la pièce sur une plaque rotative. Les membranes ont 
ensuite été incubées dos-à-dos dans une pochette de plastique avec l’anticorps primaire 
d’intérêt (1:1000) (Tableau 2) pendant 16 heures à 4 °C sur une plaque rotative. Par la 
suite, les membranes ont été rincées 3 fois 15 minutes dans le TBST et incubées avec un 
anticorps secondaire (1:5000) couplé à la peroxydase de raifort (HRP) pendant 3 heures à la 
température de la pièce sur une plaque rotative. Finalement, les membranes ont été lavées 3 
fois 10 minutes avec du TBST, puis 2 fois 15 minutes dans TBS 1X. La révélation des 
anticorps ayant liés les bandes de protéines d’intérêts a été effectuée à l’aide de l’ensemble 
de révélation ECL (Enhanced Chemiluminescence; Amersham/GE Life Science, Baie 
d’Urfé, QC, Canada) selon les directives du fournisseur. Après la révélation, les 
membranes ont été déposées dans une cassette de radiographie, puis un film de type 
Hyperfilm (Amersham) a été déposé sur ces dernières pour une durée variant de 5 minutes à 
3 heures, dépendamment des protéines révélées. Les films ont ensuite été développés et les 
bandes immunoréactives numérisés afin d’effectuer le dosage de celles-ci à l’aide du 
logiciel Quantity One (Bio-Rad). 
3.11. CO-IMMUNOPRÉCIPITATION 
Pour les co-immunoprécipitations visant à déterminer l’état de phosphorylation de 
Tks4 et Tks5, les cellules saines, arthritiques et arthritiques transduites avec un shRNA de 
Src ont tout d’abord été incubées 30 minutes avec un cocktail d’inhibiteurs de phosphatases 
(Sodium fluoride 10mM, Sodium orthovanadate 1mM et β-Glycérophosphate 20 mM 
(Sigma)), puis la lyse a été effectuée dans un plus grand volume de tampon de lyse 
(0,5mL). Par la suite, les échantillons ont été séparés en 2 tubes de 750 µg de protéines, et 
les volumes ont été complétés à 200 µL avec le tampon de lyse. Un échantillon a été incubé 
avec un anticorps dirigé contre Tks4 (1:100; Millipore) et l’autre avec un anticorps dirigé 
contre Tks5 (1:100 ; SH3#1, Millipore) (Tableau 2) pendant 3 heures à 4 °C sur une plaque 
rotative. Ensuite, 30 µL de billes d’agarose couplées à la protéine A (Roche Diagnostics) 
ont été lavées selon les directives du manufacturier et ajoutées à chaque échantillon. Les 
échantillons ont été incubés pendant 16 heures à 4°C sur une plaque rotative, centrifugés 5 
minutes à 5 700 rpm et les billes ont été lavées 3 fois à l’aide du tampon de lyse. Trente 
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microlitres du tampon d’échantillon 2X a été ajouté aux culots de billes et le tout a été 
bouilli 5 minutes avant d’être centrifugé 2 minutes à 13 000 rpm. Dix-huit microlitres de 
surnageant de chacun des échantillons ont été utilisés pour mettre sur gel. 
 Pour révéler la MT1-MMP (1:1000) (Hinge region; Millipore), l’anticorps 
secondaire TrueBlot (Rockland, Limerick, PA, USA) de lapin a été utilisé à une 
concentration 1:1000 dans une solution contenant du lait 5% , du TBS 1X et du Tween-20 
0,1%. 
3.12. ESSAI D’INVADOSOMES 
 D’abord, un morceau de parafilm a été déposé sur une vitre préalablement 
humidifiée avec de l’eau pour obtenir une surface de travail propre et uniforme. Ensuite, 
chaque lamelle de verre a été déposée sur une goutte de 30 µL de gélatine 1% provenant 
d’un mélange 1:1 de gélatine de type A porcine non-marquée (1,8 %; Sigma) et de gélatine 
marquée à l’Oregon Green-488 (0,2%; Life Technologies, Burlington, ON, Canada) 
dissoute dans du PBS 1X. Les lamelles de verre recouvrant les solutions de gélatine sont 
gardées durant 10 minutes à la température de la pièce afin de permettre leur gélification. 
Les lamelles de verres sur lesquelles la gélatine est adhérée ont ensuite été décollées du 
parafilm à l’aide de PBS 1X injecté entre les lamelles et le parafilm. Ces dernières ont 
ensuite été inversées dans une plaque 6 puits (gélatine vers le haut) et rincées avec 1 mL de 
PBS 1X puis incubées avec 1 mL de glutaraldéhyde 0,5% (Sigma) dilué dans du PBS 1X 
pour 15 minutes à 4 °C. Les lamelles ont été lavées avec du PBS 1X, puis incubées avec 
5mg/mL de sodium borohydride (NaBH4; Sigma) dissous dans de l’eau double distillée 
pour 3 minutes à la température de la pièce. Elles ont ensuite été rincées 3 fois 5 minutes 
avec du PBS 1X. Par la suite, les lamelles ont été incubées avec le milieu de culture 
approprié contenant 10% FBS (Sigma) pour 1 heure à 37 °C dans une atmosphère de 5% de 
CO2. Les lamelles ont ensuite été lavées 1 fois au PBS 1X, puis 1 mL de milieu de culture 
contenant 0,2% de FBS (Sigma) a été ajouté à chacun des puits avant de les ensemencer 
avec 30 000 cellules. Les cellules ont ensuite été incubées 24 heures pour les synoviocytes 
de rats et 48 heures pour les synoviocytes humains à 37 °C avec 5% de CO2. Finalement, 
les cellules ont été fixées 10 minutes à la température de la pièce à l’aide de 1 mL de 
paraformaldéhyde 2% (PFA; Polysciences Inc; Warrington, PA, USA) dissoute dans du 
PBS 1X. Les lamelles ont ensuite été lavées avec du PBS 1X et les noyaux des cellules ont 
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été marqués avec du 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI) (Invitrogen) dissous dans du 
PBS 1X contenant 0,05% de saponine pour 5 minutes à la température de la pièce sur une 
plaque agitatrice. Les lamelles ont ensuite été lavées 3 fois 5 minutes sur une plaque 
agitatrice avec du PBS 1X, puis montées sur une lame de microscope en les inversant 
(gélatine vers le bas) sur une goutte de Vectashield (Vector laboratories; Burlington, ON, 
Canada). Les lamelles ont été fixées en place à l’aide d’un trait de vernis à ongle 
translucide apposé sur le contour des lamelles. Toutes les étapes de cet essai ont été 
effectuées à la noirceur afin de préserver la fluorescence de la gélatine. 
 Pour chacune des conditions, trois décomptes de 100 cellules ont été réalisés et les 
invadosomes (zones de perte de fluorescence) présents dans chaque champ associé à une 
cellule ont été dénombrés. Un microscope Zeiss Axioskop en épifluorescence a été utilisé 
pour les décomptes d’invadosomes. 
 Afin de quantifier les aires de dégradation l’outil «Measure/Size» en fonction 
manuel du logiciel ImagePro (Media Cybernetics; Rockville, MD, USA) a été utilisé. Vingt 
cellules par condition ont été utilisées pour la quantification. 
3.13. MICROSCOPIE CONFOCALE ET IMMUNOFLUORESCENCE 
 Pour les marquages de Tks4 et Tks5, les synoviocytes ont été transfectés de façon 
transitoire par magnétofection avec le plasmide pEGFP-N1/SrcY527F (provenant du Dre 
Marilyn Resh, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New-York, NY, USA) avec le 
CombiMag (Boca Scientific; Boca Raton, FL, USA) et transiT-LT1 (Myrus Bio; Madison, 
MI, USA) selon les directives du manufacturier. 
 Pour cet essai, les cellules ont été ensemencées de la même façon que pour l’essai 
d’invadosomes décrit ci-dessus, à la différence que la gélatine utilisée était non-marquée 
pour la mesure des agrégats d’actine-cortactine ou marquée au Texas-Red-X (TRX; Life 
Technologies) pour les études de localisation de Tks4, de Tks5 et de SrcY527F-EGFP. Le 
marquage de la gélatine TRX a été réalisé en remplaçant l’étape du NaBH4 par une étape 
d’incubation de 45 minutes à la température de la pièce avec 1 mL de PBS/bicarbonate de 
sodium (NaHCO3)/TRX (900:100:0,35). De plus, les temps d’incubation ont été de 4 
heures pour les synoviocytes de rats et de 16 heures pour les synoviocytes humains. Suite à 
l’incubation, les cellules ont été perméabilisée avec de la saponine (Sigma) 0,05% durant 
10 minutes, puis les cellules ont été lavées à l’aide de PBS 1X. Ensuite, les sites de liaison 
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non-spécifiques ont été bloqués par une incubation des cellules, 30 minutes à la 
température de la pièce, avec une solution contenant du BSA 2% (dissous dans du PBS 
1X). Suite à un lavage au PBS 1X, les cellules ont été mises en présence de 50 µL d’une 
solution (PBS avec BSA 2%) contenant un anticorps dirigé soit contre la cortactine (4F11 
Millipore; dilution 1:75), la Tks4 (anti-humain; Millipore; dilution 1:100) ou la Tks5 
(SH3#4, Millipore; dilution 1:500) (Tableau 2) durant 2 heures à la température de la pièce. 
La révélation de l’anticorps primaire a été faite à l’aide de 50 µL d’anticorps secondaires 
AlexaFluor-488 (1:200 dilué dans de la BSA 2%, Invitrogen) pour la cortactine, 
d’AlexaFluor-405 (1:200 dilué dans la BSA 2%) pour Tks4 et Tks5, incubés avec les 
cellules durant 1 heure à 4 °C dans le noir. Le marquage de l’actine a ensuite été réalisé au 
besoin, en incubant les cellules avec 50 µL de phalloïdine Texas-Red (diluée 1:500 dans de 
la BSA 2%; Invitrogen) pendant 1 heure à la température de la pièce, puis les lamelles ont 
été lavées 3 fois durant 5 minutes avec du PBS 1X et montées sur des lames de microscope 
tel que mentionné ci-dessus. 
 Pour le décompte des agrégats d’actine et de cortactine, les photographies d’au 
moins 25 cellules par condition ont été prises à l’aide d’un microscope confocal FV1000 
(Olympus, Tokio, Japon) équipé d’un objectif 60X à immersion à l’huile et le traitement 
des images a été effectué à l’aide du logiciel Fluoview 1000 (Olympus; Richmond Hill, 
Ontario, Canada). Les couleurs ont été numérisées de façon séquentielle. 
3.14. ZYMOGRAPHIE  
 Des synoviocytes de rats sains et arthritiques ont été ensemencés dans une plaque 24 
puits et, ils ont été transduits 24 heures plus tard avec des lentivirus contenant un petit ARN 
interférent (shRNA) contrôles, un shRNA ciblant Tks4 ou un shRNA ciblant Tks5. Après 
une sélection à la puromycine (0,2 µg/mL) de 5 jours, le surnageant des puits transduits a été 
aspiré, les puits rincés avec du PBS 1X et 250 µL de milieu de culture sans FBS (Sigma) a 
été ajouté pour 24 heures. Ensuite, les surnageants ont été récoltés sur glace, centrifugés 10 
minutes à 10 000 rpm à 4 °C et concentrés à l’aide de colonnes Amicon Ultra-0,5mL 30K 
(Millipore) selon les directives du manufacturier. La concentration protéique des 
surnageants a ensuite été dosée à l’aide d’une trousse BCA (Pierce) selon les directives du 
manufacturier. Des volumes de surnageant correspondant à 10 µg de protéines ont été 
ajoutés à 5 µL de tampon d’échantillon (Tris-HCl 0,5M pH7,4, SDS 10%, glycérol 50), 
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puis chauffés 15 minutes dans un bain à 37 °C. De la gélatine de type B G-9391 (Sigma) a 
été incorporée aux gels condensateurs et séparateurs à une concentration finale de 0,1%. 
Les échantillons ont ensuite été déposés sur gel et migrés durant 1 heure 30 minutes à 110 
V à l’aide d’un appareil Mini-Protean II Cell (Bio-Rad) dans le tampon d’électrophorèse 
(1% SDS, 0,025 M Tris-Base et 0,25M glycine). Le gel a été lavé 2 fois durant 20 minutes 
dans une solution de lavage (2,5% Triton X-100(Fisher) diluée dans de l’eau distillé) puis 3 
fois durant 10 minutes avec de l’eau. Par la suite, le gel a été incubés en présence d’une 
solution d’activation enzymatique (50 mM Tris-HCl pH7,4, 10 mM de dichlorure de 
calcium (CaCl2; Fisher)) fraîchement préparée durant 24 heures à 37 °C avec agitation. 
Finalement, le gel a été coloré à l’aide d’une solution de bleu de Coomassie (30% 
méthanol, 10% acide acétique, 60% monoxyde de dihydrogène (H2O) et 0,5% bleu de 
Coomassie) pour 10 minutes et décoloré à l’aide d’une solution de décoloration (30% 
méthanol, 10% acide acétique et 60% H2O) jusqu’à ce que des bandes claires, 
correspondant à la gélatine dégradée, soient visibles. Des photographies du gel ont été 
prises avec un appareil GelDoc EZ System (Bio-Rad) sur la plaque conçue pour la lumière 
blanche et les bandes analysées avec le logiciel Quantity One (Bio-Rad). Le rapport entre la 
valeur obtenue pour la bande correspondant à la forme clivée de la MMP-2 et celle obtenue 
pour la pro-forme a été utilisé afin de quantifier le degré d’activation de la MMP-2.  
 
3.15. ANALYSES STATISTIQUES 
 Les études statistiques ont été réalisées à l’aide du test t de Student pour les données 
non-pairées. Les valeurs de p inférieures à 5% (p<0.05%) ont été considérées comme étant 
statistiquement significatives. 
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4. Résultats 
4.1. AUGMENTATION DE L’EXPRESSION DE TKS4 ET TKS5 CHEZ LES SYNOVIOCYTES ISOLÉS DE RATS 
ARTHRITIQUES  
 Nous avons tout d’abord évalué les niveaux d’expression des protéines adaptatrices Tks4 
et Tks5 chez les synoviocytes de type fibroblastique, qui correspond au type cellulaire qui 
compose majoritairement la membrane synoviale des articulations. Pour ce faire, un 
immunobuvardage a été réalisé à partir des protéines extraites de cultures primaires de 
synoviocytes de rats sains ou arthritiques. Les résultats indiquent que Tks4 est exprimée chez les 
synoviocytes sains et que son expression est augmentée de façon significative (p=0,001) chez les 
synoviocytes arthritiques (Figure 10A). Il en est de même pour la protéine Tks5 dont les niveaux 
d’expression sont significativement plus élevés (p=0,0188) chez les synoviocytes arthritiques 
(Figure 10B). Ces résultats indiquent que les protéines adaptatrices Tks4 et Tks5 sont plus 
fortement exprimées chez les synoviocytes provenant de rats arthritiques comparativement aux 
synoviocytes provenant de rats contrôles sains.  
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Figure 10. Augmentation de l’expression de Tks4 et Tks5 chez les FLS de rats arthritiques. 
Les extraits protéiques de synoviocytes de rats sains et arthritiques ont été séparés sur gel SDS-
PAGE et Tks4 ainsi que Tks5 ont été révélées par immunobuvardage tel que décrit dans la 
section matériel et méthodes. Les valeurs d’intensité du signal correspondant à Tks4 et Tks5 chez 
les synoviocytes arthritiques ont été rapportées sur celles de l’actine, puis les résultats obtenus ont 
été normalisés par rapport aux valeurs obtenues pour les synoviocytes sains (valeur contrôle 
établie à 1). A. Immunobuvardage représentatif montrant une augmentation de l’expression de 
Tks4 chez les A-FLS. Moyenne des valeurs du dosage densitométrique de Tks4 chez les 
synoviocytes de rats. Augmentation significative de Tks4 chez les A-FLS comparativement aux 
C-FLS. B. Immunobuvardage représentatif montrant une augmentation de l’expression de Tks5 
chez les A-FLS. Moyenne des valeurs du dosage densitométrique de Tks5 chez les synoviocytes 
de rats. Augmentation significative de Tks5 chez les A-FLS comparativement aux C-FLS. Les 
résultats proviennent de cinq expériences indépendantes et de dix lignées primaires de 
synoviocytes distinctes. Les valeurs présentées en A et B sont les moyennes ± l’erreur standard 
de la moyenne (SEM). 
4.2. AUGMENTATION DE L’EXPRESSION DE TKS4 ET TKS5 CHEZ LES SYNOVIOCYTES DE PATIENTS 
ATTEINTS DE POLYARTHRITE RHUMATOÏDE.  
 Nous avons ensuite évalué les niveaux d’expression de Tks4 et de Tks5 chez les 
synoviocytes provenant de patients atteints de polyarthrite rhumatoïde et ceux provenant de sujets 
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sains. Pour ce faire, la fraction cytosolique de cultures primaires de synoviocytes humains a été 
extraite, puis soumise à un immunobuvardage. Les résultats présentés à la figure 11A, 
démontrent que les niveaux d’expression de Tks4 et de Tks5 sont significativement plus élevés 
chez les synoviocytes arthritiques humains comparativement aux synoviocytes sains (Tks4, 
p=0,005; Tks5, p=0,0028) (Figure 11B).  
 
 
Figure 11. Augmentation de l’expression de Tks4 et Tks5 chez les FLS de patients atteints 
de polyarthrite rhumatoïde. Les protéines extraites de synoviocytes humains sains (C-FLS) et 
arthritiques (RA-FLS) ont été soumises à un immunobuvardage tel que décrit dans la section 
matériel et méthodes. Les valeurs d’intensité du signal correspondant à Tks4 et Tks5 ont été 
rapportées sur celles du dosage de l’actine associée, puis les résultats obtenus ont été normalisés 
par rapport aux valeurs obtenues pour les synoviocytes sains pour chaque expérience. A. 
Immunobuvardage représentatif montrant une augmentation de l’expression de Tks4 chez les 
RA-FLS. Moyenne des valeurs du dosage densitométrique du Tks4 chez les synoviocytes 
humains. Augmentation significative de l’expression de Tks4 chez les RA-FLS comparativement 
aux C-FLS. B. Immunobuvardage représentatif montrant une augmentation de l’expression de 
Tks5 chez les RA-FLS. Moyenne des valeurs du dosage densitométrique de Tks5 chez les 
synoviocytes humains. Augmentation significative de l’expression de Tks5 chez les RA-FLS 
comparativement aux C-FLS.Les résultats proviennent de trois expériences indépendantes chez 
six cultures primaires de synoviocytes distinctes. Les valeurs présentées en A et B sont les 
moyennes ± SEM. 
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En résumé, nous avons démontré jusqu’à présent que les protéines adaptatrices Tks4 et 
Tks5 sont surexprimées chez les synoviocytes provenant de rats arthritiques et ceux de patients 
atteints de polyarthrite rhumatoïde. Ces résultats appuient l’hypothèse voulant que Tks4 et Tks5 
participent activement au développement de l’arthrite, ce qui sera explorée plus en détail dans les 
expériences suivantes. 
4.3. COLOCALISATION DE TKS4 ET TKS5 AVEC PSRC AUX INVADOSOMES CHEZ LES SYNOVIOCYTES 
DE RATS 
 Lors d’une étude précédente, nous avions établi que la forme active de Src se retrouvait de 
façon plus abondante chez les synoviocytes de rats arthritiques comparativement aux 
synoviocytes sains. De plus, l’inhibition de Src menait à une diminution significative de la 
formation d’invadosomes chez les synoviocytes arthritiques et de la dégradation du cartilage chez 
les rats atteints de CIA (Lauzier et al., 2011). Cependant, les mécanismes impliqués n’ont 
toujours pas été élucidés. Tks4 et Tks5 sont deux substrats de Src exprimés par les cellules 
cancéreuses et localisées aux invadosomes de ces cellules (Burger et al., 2013; Buschman et al., 
2009; Diaz et al., 2009; Gimona et al., 2008; Seals et al., 2005). Étant donné que Tks4 et Tks5 
sont également exprimées chez les synoviocytes et que leur niveau d’expression est augmenté 
dans l’arthrite (Figures 10 et 11), nous avons étudié les liens entre Src et Tks4 et Tks5 chez ces 
cellules. Pour ce faire, nous avons utilisé un mutant de Src constitutivement actif étiqueté avec la 
protéine fluorescente verte (GFP). L’immunomarquage de Tks4 et Tks5 et la transfection de 
pSrc-GFP chez les synoviocytes a permis d’observer que Tks4 et pSrc colocalisent au niveau des 
zones de dégradation focale correspondant aux invadosomes (Figure 12A). Des résultats 
similaires sont observés pour Tks5 et pSrc (Figure 12B). Par la suite, nous avons effectué une 
immunoprécipitation de pSrc afin de confirmer si les protéines adaptatrices Tks4 et Tks5 se 
retrouvent en complexe avec ce dernier chez les synoviocytes sains et arthritiques. Tel 
qu’observé à la figure 12C, la protéine adaptatrice Tks4 co-immunoprécipite avec pSrc chez les 
synoviocytes sains et arthritiques, ce qui indique que ces deux protéines forment un complexe 
chez ces cellules. Par ailleurs, cette même expérience effectuée avec un anticorps dirigé contre 
Tks5 n’a pas donné de résultats fructueux puisque le traitement de la membrane afin de décoller 
les anticorps de Tks4 semble avoir éliminé les protéines d’intérêts. Nous en sommes arrivés à la 
conclusion que Tks4 forme un complexe avec pSrc chez les synoviocytes, comme c’est le cas 
chez les cellules cancéreuses métastatiques et invasives. 
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Figure 12. Colocalisation de Tks4 et Tks5 avec pSrc aux invadosomes chez les FLS de rats. 
Les synoviocytes de rats sains ont été transfectés par magnétofection avec le plasmide pEGFP-
N1/SrcY527F permettant d’exprimer la forme active de Src, puis ensemencés sur une matrice de 
gélatine couplée au Texas Red-X. Le marquage a été réalisé à l’aide d’anticorps dirigés contre 
Tks4 (A) ou Tks5 (B) et d’anticorps secondaires de même isotype couplés à l’AlexaFluor405 tel 
que décrit dans la section matériel et méthodes. Les invadosomes correspondent aux zones de 
digestion focale de la gélatine fluorescente (zones noires) les flèches blanches indiquent des 
zones de dégradation coïncidant avec la colocalisation de Tks et Src. Un masque a été appliqué 
afin de faciliter la visualisation des zones de colocalisation Tks et pSrc (zones blanches). 
Grossissement 60X. C. Immunobuvardage représentatif de la co-immunoprécipitation de pSrc, 
chez des synoviocytes de rats sains, arthritiques contrôles ou arthritiques chez lesquels Tks4 ou 
Tks5 ont été inhibées à l’aide de petits ARN interférants. Présence de la protéine Tks4 dans 
l’immunoprécipité de pSrc (flèche) chez les C-FLS et chez les A-FLS. Les photos ont été 
analysées à l’aide du logiciel Fluoview 1000 d’Olympus.  
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4.4. LA PHOSPHORYLATION DE TKS4 EST AUGMENTÉE CHEZ LES SYNOVIOCYTES ARTHRITIQUES 
 La protéine Tks4 comporte trois sites potentiels de phosphorylation par Src, et la protéine 
Tks5 en possède deux (Murphy et Courtneidge, 2011). Étant donné que les résultats précédents 
ont permis d’établir que Tks4 ainsi que Tks5 colocalisent avec pSrc et que Tks4 forment un 
complexe avec pSrc, nous avons étudié la possibilité que Tks4 et Tks5 soient phosphorylées par 
Src dans un contexte d’arthrite, Pour ce faire, nous avons immunoprécipité Tks4 et Tks5 chez des 
synoviocytes sains, arthritiques contrôles et arthritiques transduits à l’aide d’un vecteur lentiviral 
exprimant un shRNA dirigé contre Src (shSrc). Les protéines immunoprécipitées ont ensuite été 
révélées à l’aide d’un anticorps dirigé contre les phospho-tyrosines (pY) et ainsi, la 
phosphorylation de Tks4 et Tks5 par Src a pu être étudiée. Les résultats indiquent que la 
phosphorylation de Tks4 (Figure 13A) est augmentée de 3 fois chez les synoviocytes arthritiques 
comparativement aux synoviocytes sains (p=0,0092). Tandis que pour Tks5 (Figure 13B), nous 
observons une augmentation de la phosphorylation chez les synoviocytes arthritiques 
comparativement aux cellules saines de plus de 2 fois (p=0,0128) ainsi qu’une diminution 
significative chez les synoviocytes arthritiques exprimant le shSrc (p=0,0029). Il faut noter que 
les niveaux de Tks5 sont diminués chez les synoviocytes exprimant shSrc. Ces résultats indiquent 
que la phosphorylation sur les résidus tyrosine de Tks4 et Tks5 est augmentée chez les 
synoviocytes arthritiques selon un mécanisme qui semble faire intervenir Src.  
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Figure 13. Augmentation de la phosphorylation de Tks4 et Tks5 par Src chez les FLS 
arthritiques de rats. Les synoviocytes de rats sains (C-FLS), arthritiques (A-FLS) et arthritiques 
exprimant un shRNA dirigé contre Src (A-FLS+ Src shRNA) ont été privés de sérum, et Tks4 
(A) ou Tks5 (B) ont été immunoprécipitées des lysat cellulaires suivi d’un immunobuvardage 
révélant les phospho-tyrosines (pY), tel que décrit dans la section matériel et méthodes. Le 
dosage densitométrique des bandes a été effectué en rapportant les valeurs de pY sur celles de 
Tks4 ou celles de Tks5. Les résultats ont ensuite été normalisés par rapport aux valeurs associées 
aux C-FLS pour chaque expérience. A. Immunobuvardage représentatif montrant une 
augmentation de la phosphorylation des pY de Tks4 chez les A-FLS. Moyenne des valeurs des 
ratios d’intensité du signal de pY et Tks4 (n=4). Augmentation significative de la 
phosphorylation de Tks4 chez les A-FLS comparativement aux C-FLS. L’inhibition de Src 
diminue de façon non significative la phosphorylation de Tks4 chez les A-FLS. B. 
Immunobuvardage représentatif montrant une augmentation de la phosphorylation des pY de 
Tks5 chez les A-FLS. Moyenne des ratios du dosage densitométrique de pY et Tks5 (n=4). 
Augmentation significative de la phosphorylation de Tks5 chez les A-FLS comparativement aux 
C-FLS et diminution significative de la phosphorylation de Tks5 lorsque Src est inhibé. Les 
valeurs en A et B sont les moyennes ± SEM. 
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4.5. IMPLICATION DE TKS4 ET TKS5 DANS L’INITIATION DE LA FORMATION DES INVADOSOMES 
 Les synoviocytes dégradent le cartilage dans l’arthrite selon un processus faisant 
intervenir des structures cellulaires appelées invadosome (Lauzier et al., 2011; Lauzier et al., 
2012). Deux étapes principales de la formation de l’invadosome ont été définies, d’abord le stade 
d’initiation de l’invadosome (ou pré-invadosome) correspond à des régions de réorganisation du 
cytosquelette d’actine tandis que l’étape de maturation fait intervenir l’accumulation de la MT1-
MMP et l’activation des métalloprotéases aux sites de formation de l’invadosome (Murphy et 
Courtneidge, 2011). Nous nous sommes interrogés sur les rôles que jouent les protéines 
adaptatrices Tks4 et Tks5 dans la formation d’invadosomes dans un contexte d’arthrite, ce qui 
n’avait encore jamais été étudié. Ainsi, des synoviocytes sains et arthritiques exprimant ou non 
un shRNA contrôle (A-FLS+CtrlshRNA) et un shRNA dirigé contre Tks4 (A-FLS+Tks4shRNA) 
ou contre Tks5 (A-FLS+Tks5shRNA), ont été ensemencés sur une matrice de gélatine et incubés 
4 heures afin de déterminer leur capacité à former des pré-invadosomes. Nous avons détecté ces 
invadosomes grâce à une colocalisation d’agrégats d’actine et de cortactine, deux protéines 
essentielles à l’initiation de l’invadosome (Oser et al., 2009; Kirkbribe et al., 2011). La 
microscopie confocale a ensuite permis de prendre des photographies séquentielles de chacune de 
ces protéines à la membrane basale des cellules (interface cellule-gélatine) qui correspond au site 
de formation des invadosomes. Nous avons ensuite effectué le décompte des points de 
colocalisation d’actine et de cortactine. Il est possible d’observer à la figure 14A des photos 
représentatives des agrégats d’actine et de cortactine présents chez les synoviocytes selon les 
conditions expérimentales utilisées. Les shRNA utilisés afin d’inhiber Tks4 ou Tks5 chez les 
synoviocytes de rats avaient une efficacité de 60% (figure 14C). Nous avons observé que les 
synoviocytes arthritiques forment de façon significative (p=0,0175) des quantités plus 
importantes de pré-invadosomes que les synoviocytes sains (figure 14B). Cette caractéristique est 
cependant perdue lorsque l’on inhibe Tks4 ou Tks5 à l’aide de shRNA. En effet, 
comparativement aux synoviocytes arthritiques exprimant un shRNA contrôle, l’expression d’un 
shRNA dirigé contre Tks4 entraîne une diminution significative (p=0,0057) du nombre 
d’agrégats d’actine et de cortactine formés par ces cellules (Figure 14B). L’inhibition de Tks5 
permet aussi de diminuée la formation de pré-invadosomes par les synoviocytes arthritiques de 
façon significative (p=0,0175). Ceci nous a permis de conclure que Tks4 et Tks5, sont impliquées 
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dans le recrutement de l’actine et de la cortactine afin d’initier la formation des invadosomes chez 
les synoviocytes de rats dans l’arthrite.  
 
Figure 14. Rôle de Tks4 et Tks5 dans la formation de structures d’actine-cortactine chez les 
A-FLS de rats. Les synoviocytes de rats sains (C-FLS), arthritiques (A-FLS) et arthritiques 
exprimant un shRNA contrôle (A-FLS+CtrlshRNA), ou un shRNA dirigé contre Tks4 (A-
FLS+Tks4shRNA) ou Tks5 (A-FLS+Tks5shRNA) ont été ensemencés sur une gélatine 1% et 
incubés pour une période de 4 heures tel que décrit dans la section matériel et méthodes. A. 
Photographies représentatives de l’immunofluorescence de l’actine (rouge) et de la cortactine 
(vert) par microscopie confocale. Grossissement 60X. B. Nombre d’agrégats d’actine-cortactine 
par cellule (n= 2 à 5). Diminution significative du nombre de structures d’actine lors de 
l’inhibition de Tks4 chez les A-FLS comparativement aux cellules contrôles. Les valeurs 
présentées sont les moyennes ± SEM. C. Immunobuvardages représentatifs de l’efficacité des 
shRNA dirigés contre Tks4 ou contre Tks5 chez les synoviocytes arthritiques. L’efficacité des 
shRNA dirigés contre Tks4 et contre Tks5 est de 60%.  
4.6. IMPLICATION DE TKS4 ET TKS5 DANS LA MATURATION DES INVADOSOMES CHEZ LES 
SYNOVIOCYTES ARTHRITIQUES DE RATS 
 Puisque qu’il a été démontré à la figure 5 que Tks4 et Tks5 jouent un rôle dans la 
formation du pré-invadosome, nous voulions savoir si ces protéines avaient un effet sur leur 
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maturation, plus exactement sur leur capacité à dégrader la matrice extracellulaire. Pour ce, nous 
avons utilisé l’essai d’invadosomes qui permet de déterminer le nombre d’invadosomes 
parvenant à dégrader la matrice extracellulaire (invadosomes matures). Cet essai permet aussi de 
calculer l’aire des zones dégradées par cellule. Des synoviocytes sains et arthritiques exprimant 
ou non un shRNA contrôle (A-FLS+CtrlshRNA) et un shRNA dirigé contre Tks4 (A-
FLS+Tks4shRNA) ou Tks5 (A-FLS+Tks5shRNA) ont été ensemencés sur une matrice de 
gélatine couplée à la fluorescence, puis incubés 24 heures afin de déterminer leur capacité à 
former des invadosomes matures. La figure 15A montre des photographies représentatives de la 
dégradation de la gélatine par les synoviocytes formant des invadosomes; l’absence de 
fluorescence indique que la gélatine a été dégradée par ces derniers (zones noires). À la figure 
15B, on remarque que le nombre de cellules formant des invadosomes est significativement 
augmenté (p=0,0005) chez les synoviocytes arthritiques comparativement aux synoviocytes 
sains. Par contre, l’inhibition de Tks4 ou Tks5 chez les synoviocytes arthritiques entraîne une 
réduction significative (Tks4, p=0,004; Tks5, p=0,0337) du nombre de cellules formant des 
invadosomes. De façon similaire, les résultats de la mesure des aires de dégradations associées 
aux invadosomes indiquent que les synoviocytes arthritiques disposent d’une plus grande 
capacité à dégrader la matrice de gélatine comparativement aux synoviocytes sains (Figure 15C). 
Cependant, celle-ci est grandement diminuée chez les synoviocytes qui expriment un shRNA 
dirigé contre Tks4 (p=0,0466) ou Tks5 (p=0,0507). Ces résultats indiquent que les protéines 
adaptatrices Tks4 et Tks5 sont impliquées dans la maturation des invadosomes et jouent ainsi un 
rôle dans la dégradation de la matrice extracellulaire par les synoviocytes de rats arthritiques.  
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Figure 15. Tks4 et Tks5 sont impliquées dans la formation d’invadosomes par les FLS 
arthritiques de rats. Les synoviocytes de rats sains, arthritiques et arthritiques transduits avec un 
lentivirus exprimant un shRNA contrôle ou dirigé contre Tks4 ou Tks5 ont été ensemencés sur 
une matrice de gélatine couplée à l’Oregon488 puis incubés pour une période de 24 heures tel 
que décrit dans la section matériel et méthodes. Les valeurs des aires de dégradation des A-FLS 
ont été rapportées sur celles des C-FLS. A. Photographies représentatives de la dégradation de la 
gélatine par les invadosomes formés par les synoviocytes. Grossissement 40X. Barres=50μm. B. 
Pourcentage des synoviocytes formant des invadosomes capables de dégrader la gélatine. 
L’inhibition de Tks4 ou de Tks5 chez les A-FLS diminue significativement le pourcentage de 
synoviocytes formant des invadosomes comparativement aux A-FLS contrôles chez le rat. C. 
Mesure des zones de dégradation de la gélatine par synoviocyte. L’inhibition de Tks4 ou de chez 
les A-FLS diminue significativement les aires de dégradation de la gélatine comparativement aux 
A-FLS contrôles. Résultats représentatifs de trois à quatre expériences. Les valeurs en B et C sont 
les moyennes ± SEM. 
4.7. IMPLICATION DE TKS4 DANS LA DÉGRADATION DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE PAR LES 
SYNOVIOCYTES DE PATIENTS ATTEINTS DE POLYARTHRITE RHUMATOÏDE 
 Après avoir démontré à l’aide de cellules provenant d’un modèle animal d’induction de 
l’arthrite les rôles de Tks4 et Tks5 dans l’initiation et la maturation des invadosomes, nous avons 
voulu vérifier si ces résultats étaient transposables à l’humain. Pour ce faire, nous avons utilisé 
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des synoviocytes isolés de membranes synoviales provenant de patients atteints de polyarthrite 
rhumatoïde (RA-FLS) ou de sujets sains (C-FLS). Nous avons ensuite étudié les effets de 
l’inhibition de Tks4 sur la capacité des synoviocytes à dégrader la gélatine grâce à l’essai 
d’invadosome. La figure 16A présente des photographies représentatives de la dégradation de la 
gélatine effectuée par les invadosomes formés par les synoviocytes humains. L’efficacité du 
shRNA dirigé contre Tks4 est de 60% (Figure 16D). Les résultats présentés à la figure 16B 
montrent que le nombre de cellules formant des invadosomes est diminué significativement 
(p=0,0003) suite à l’inhibition de Tks4 dans les RA-FLS comparativement aux synoviocytes 
contrôles. Comme pour les synoviocytes provenant de rats arthritiques, les synoviocytes 
provenant de patients arthritiques humains possèdent une plus grande capacité à dégrader la 
matrice extracellulaire (Figure 16C) que les synoviocytes contrôles. De plus, les aires de 
dégradation des synoviocytes arthritiques exprimant un shRNA dirigé contre Tks4 sont 
significativement diminuées (p=0,0268). Finalement, comme nous ne possédions pas de shRNA 
fonctionnel dirigé contre Tks5 chez l’humain, seulement l’étude de Tks4 a été réalisée. Nous 
sommes arrivés à la conclusion que Tks4 est impliquée dans la maturation des invadosomes chez 
l’humain puisque son inhibition entraîne une diminution du nombre de synoviocytes pouvant 
former des invadosomes ainsi que leur capacité à dégrader une matrice de gélatine.  
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Figure 16. Tks4 est impliquée dans la formation d’invadosomes par les FLS arthritiques 
humains. Les synoviocytes humains sains (C-FLS), arthritiques (RA-FLS) et arthritiques 
exprimant un shRNA contrôle ou dirigé contre Tks4 ont été ensemencés sur gélatine couplée à 
l’Oregon488 puis incubés 48 heures tel que décrit dans la section matériel et méthodes. A. 
Photographies représentatives de la dégradation de la gélatine par les invadosomes formés par les 
synoviocytes. Grossissement 40X. Barres=50μm. B. Moyenne du nombre de synoviocytes 
formant des invadosomes. L'inhibition de Tks4 chez les RA-FLS diminue significativement le 
nombre de synoviocytes formant des invadosomes comparativement aux RA-FLS contrôles. C. 
Moyenne de l’aire des zones de dégradation de la gélatine par synoviocyte. L'inhibition de Tks4 
chez les RA-FLS entraîne une diminution significative des zones de dégradation de la gélatine 
comparativement aux RA-FLS contrôles chez l’humain. D. Immunobuvardage montrant 
l’efficacité du shRNA dirigé contre Tks4 chez les synoviocytes. Résultats représentatifs de trois à 
cinq expériences. Les valeurs en B et C sont les moyennes ± SEM. 
4.8. FORMATION D’UN COMPLEXE ENTRE TKS4 OU TKS5 ET MT1-MMP CHEZ LES SYNOVIOCYTES 
DE RATS 
 Les protéines adaptatrices de la famille des Tks (substrats de tyrosines kinases) sont 
reconnues pour interagir avec différentes molécules dont des régulateurs d’actine, la NADPH 
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oxydase (Nox) et des protéases (Murphy et Courtneige, 2011). Afin de déterminer de quelle 
façon les protéines Tks4 et Tks5 modulent la dégradation de la matrice extracellulaire, nous 
avons évalué la possibilité que Tks4 et Tks5 participaient au recrutement de métalloprotéases aux 
sites de formation des invadosomes. Nous nous sommes attardés plus spécifiquement à la 
métalloprotéase membranaire de type 1 (MT1-MMP) puisque celle-ci est nécessaire aux 
fonctions des synoviocytes dans le développement de la PR (Miller et al., 2009 ; Sabeh et al., 
2010). De plus, Tks4 semble être impliquée dans la localisation de MT1-MMP aux invadosomes 
chez les cellules cancéreuses (Buschman et al., 2009). Il est donc envisageable que Tks4 puisse 
jouer un rôle semblable chez les synoviocytes arthritiques. Afin de tester notre hypothèse, nous 
avons en premier lieu effectué une co-immunoprécipitation de Tks4 ou de Tks5 à partir d'extraits 
protéiques de synoviocytes de rats sains, arthritiques et arthritiques exprimant un shRNA dirigé 
contre Src et vérifié la formation d'un complexe protéique entre MT1-MMP et Tks4 ou Tks5. 
L’immunobuvardage a ensuite été incubé avec un anticorps reconnaissant MT1-MMP puis avec 
un anticorps secondaire reconnaissant les anticorps non-dénaturés. Cette stratégie a été utilisée 
puisque les chaînes lourdes des immunoglobulines se retrouvent au même poids moléculaire que 
la MT1-MMP. Les résultats d’une expérience préliminaire sont illustrés à la figure 17. Nous 
remarquons une augmentation de l’intensité de la bande MT1-MMP dans les immunoprécipitats 
de Tks4 (Figure 17A) ou de Tks5 (Figure 17B) provenant des synoviocytes arthritiques 
comparativement à ceux provenant de synoviocytes sains. De plus, l'inhibition de Src chez les 
synoviocytes arthritiques rétablit les niveaux de MT1-MMP à des valeurs similaires à celles 
observées chez les synoviocytes sains. On note également la présence d’une forme clivée de 
MT1-MMP de 43 kDa dans les immunoprécipitats de Tks4 et de Tks5. Cette forme est connue 
pour être produite de façon autocatalytique, ce qui en fait un indicateur de l’activité enzymatique 
de MT1-MMP. (Cho et al., 2008 ; Konttinen et al., 1998). Lorsque Src est inhibé chez les 
synoviocytes arthritique, on assiste à une diminution de l’intensité de la bande de 43kDa de la 
MT1-MMP, suggérant une inhibition de l'activation de la MT1-MMP dans ces complexes. Des 
expériences additionnelles, incluant cette fois-ci les synoviocytes transfectées avec un shRNA 
contrôle, seraient nécessaires afin d’appuyer cette possibilité.  
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Figure 17. Formation d’un complexe entre Tks4 ou Tks5 et MT1-MMP chez les FLS 
arthritiques de rats. Les synoviocytes de rats sains, arthritiques et arthritiques exprimant un 
shRNA dirigé contre Src ont été privés de sérum, les protéines ont été extraites puis soumises à 
une immunoprécipitation de Tks4(A) ou Tks5(B) tel que décrit dans la section matériel et 
méthodes. A. Immunobuvardage représentatif de la co-immunoprécipitation de Tks4 et MT1-
MMP. B. Immunobuvardage représentatif de la co-immunoprécipitation de Tks5 et MT1-MMP. 
Résultats préliminaires représentatifs de deux expériences. 
4.9. INFLUENCE DE SRC SUR L’ACTIVATION DE LA MT1-MMP EN COMPLEXE AVEC TKS4 OU TKS5 
CHEZ LES SYNOVIOCYTES DE RATS 
 Afin de vérifier la possibilité qu’une des conséquences du recrutement de Src et MT1-
MMP par Tks4 ou Tks5 soit la phosphorylation de MT1-MMP par Src, nous avons effectué un 
immunobuvardage à l’aide d’un anticorps produit par le laboratoire du Dr Béliveau (Département 
de chimie, Université du Québec à Montréal). Cet anticorps reconnait spécifiquement la forme 
phosphorylée de la tyrosine 573 de la queue cytoplasmique de MT1-MMP, une phosphorylation 
qui requiert la kinase Src (Nyalendo et al., 2007). Des résultats préliminaires (Figure 18) 
montrent une augmentation de la phosphorylation de la tyrosine 573 de MT1-MMP chez les 
synoviocytes arthritique qui ont été immunoprécipités avec Tks4 ou Tks5. De plus, on assiste à 
une diminution de la phosphorylation de la MT1-MMP(Y573) dans l’immunoprécipitat de Tks4 
ou de Tks5 des synoviocytes arthritiques exprimant un shRNA dirigé contre Src. Ces résultats 
suggèrent que Tks4 et Tks5 sont impliquées dans le recrutement de MT1-MMP ainsi que dans la 
phosphorylation de sa queue cytoplasmique par Src. 
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Figure 18. Implication de Tks4 et Tks5 dans la phosphorylation de Y573 de la MT1-MMP 
par Src. Les synoviocytes de rats sains, arthritiques et arthritiques exprimant un shRNA dirigé 
contre Src ont été privés de sérum, les protéines ont été extraites puis soumises à une 
immunoprécipitation de Tks4 (IP: Tks4) ou Tks5 (IP: Tks5) tel que décrit dans la section matériel 
et méthodes. Immunobuvardage de la co-immunoprécipitation de Tks4 ou Tks5 avec la MT1-
MMP et la pMT1-MMP (Y573). L’anticorps utilisé afin de révéler Tks4 et Tks5 reconnait le 
domaine SH3#1 de Tks5 possédant 81% d’homologie avec le domaine SH3#1 de Tks4 et permet 
donc de révéler les deux protéines. Résultat préliminaire provenant d’une expérience. 
4.10. INFLUENCE DE TKS4 ET TKS5 SUR L’ACTIVATION DE MT1-MMP CHEZ LES SYNOVIOCYTES DE 
RATS 
 Nous avons déterminé si Tks4 ou Tks5 ont une influence sur l’activité enzymatique de 
MT1-MMP. Pour ce faire, nous avons utilisé la technique de zymographie qui permet de 
différencier les formes actives (clivées) et les formes inactives (pro-formes) de la MMP-2, un 
substrat de la MT1-MMP, d’après leur poids moléculaire. Le ratio de la forme clivée sur la pro-
forme permet d’évaluer la relocalisation à la membrane de MT1-MMP puisque celle-ci clive la 
MMP-2 à la surface externe de la cellule. La figure 19B présente les résultats des zymographies 
réalisées à partir du surnageant des cultures de synoviocytes. La mesure de l’intensité des bandes 
de MMP-2 permet d’observer une légère augmentation, quoique non significative, de l’activation 
de MMP-2 chez les synoviocytes arthritiques comparativement aux synoviocytes sains. De plus, 
lorsque Tks4 est inhibé à l’aide d’un shRNA, l’activation de MMP-2 semble être diminuée 
comparativement aux synoviocytes shCtrl toujours de façon non-significative, une diminution qui 
n’est pas observée pour l’inhibition de Tks5. 
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Figure 19. Activation de la MMP-2 par la MT1-MMP chez les synoviocytes de rats. Des 
synoviocytes de rats sains, arthritiques et arthritiques exprimant un shRNA contrôle, dirigé contre 
Tks4 ou Tks5 ont été privés de sérum, le surnageant a été récolté, concentré, et la zymographie a 
été effectuée tel que décrit dans la section matériel et méthodes. Le dosage densitométrique des 
bandes de gélatine dégradée par la MMP-2 a été effectué et les valeurs de la MMP-2 clivée ont 
été rapportées sur la MMP-2 pro-forme (non-clivée), ce qui est un estimé de l’activation de la 
MT1-MMP. Les résultats ont ensuite été normalisés par rapport aux synoviocytes sains pour 
chaque expérience. A. Image représentative d’une zymographie démontrant la dégradation de la 
gélatine par la MMP-2 sécrétée (flèches noires). B. Valeurs d’intensité de la MMP-2 clivée sur la 
pro-forme chez des synoviocytes de rats. Résultats provenant de trois à cinq expériences 
indépendantes. Les valeurs présentées en B sont les moyennes ± SEM. 
4.11. ÉTUDE DE L’EXPRESSION DE TKS4 DANS LES ARTICULATIONS DE RATS SAINS ET 
ARTHRITIQUES.  
Après avoir démontré l’importance de Tks4 dans la formation d’invadosomes et la 
dégradation de la matrice extracellulaire chez des synoviocytes arthritiques in vitro, nous avons 
vérifié si ce mécanisme était aussi pertinent in vivo, à l’aide d’un modèle animal d’arthrite induite 
au collagène (CIA). Pour ce, des rats chez lesquels le CIA avait préalablement été induit ont été 
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injectés dans l’articulation du genou des pattes arrières avec un lentivirus qui exprime un shRNA 
dirigé contre Tks4 ou un shRNA contrôle. Les animaux ont ensuite été sacrifiés 22 jours plus tard 
et nous avons mesuré différents paramètres associés au développement de l’arthrite. D’abord, on 
peut observer à la figure 20A, des photographies représentatives du marquage obtenu à l’aide 
d’un anticorps dirigé contre Tks4 et couplé à la peroxydase. La coloration observée correspond 
au marquage associé à la protéine Tks4. L’intensité du marquage de Tks4 a été quantifiée en 
effectuant le rapport entre la valeur de la densité du marquage et l’aire de la membrane synoviale. 
La figure 20B montre que l’intensité du marquage de Tks4 est trois fois plus élevée chez les 
articulations de rats arthritiques (p=0,0173) comparativement aux rats sains. De plus, chez les 
animaux arthritiques traités avec le shRNA de Tks4, on observe une diminution notoire du 
marquage de Tks4, en particulier celui localisé au niveau des couches superficielles de la 
membrane synoviale (p=0,0367). Les résultats de cette expérience nous indiquent que 
l’expression de Tks4 est augmentée dans l’articulation des rats arthritiques. Ils permettent 
également de confirmer l’efficacité du shRNA de Tks4 à inhiber l’expression de la protéine in 
vivo. 
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Figure 20. Expression de Tks4 dans la membrane synoviale de rats CIA. Des rats Lewis 
femelles ont été injectés par voie intradermique à la base de la queue avec du PBS ou du 
collagène de type II bovin/CFA. Ils ont ensuite été injectés par voie intra-articulaire avec un 
vecteur lentiviral contrôle (shCtrl ; séquence non-dirigée) ou dirigés contre Tks4 (shTks4) tel que 
décrit dans la section matériel et méthodes. A. Images représentatives du marquage immuno-
histochimique de Tks4 dans des coupes de tissus provenant de l’articulation des genoux. 
Grossissement 40X. Barres=10μm. B. Moyenne des dosages de l’intensité de marquage de la 
protéine Tks4. Augmentation significative du marquage de Tks4 de la membrane synoviale de 
rats CIA comparativement au marquage des tissus provenant de rats contrôles. Diminution 
significative du marquage de Tks4 dans les membranes synoviales de rats CIA traitées avec le 
shTks4 comparativement aux rats traités avec le shCtrl. Le dosage du marquage immuno-
histochimique de Tks4 a été effectué à l’aide du logiciel Image Pro Software (Media Cybernetics; 
Rockville, MD, USA). Résultats représentatifs de cinq photographies par articulation provenant 
de sept à neuf rats différents par traitements. Prise des photographies et dosage effectués par deux 
observateurs indépendants. Les valeurs présentées en B sont les moyennes ± SEM. (*=Cartilage; 
**=Cavité synoviale; =membrane synoviale) 
4.12. IMPLICATION DE TKS4 DANS L’HYPERPLASIE ET L’INVASION DE LA MEMBRANE SYNOVIALE 
Par la suite, nous avons étudié l’impact de l’inhibition de Tks4 sur l’hyperplasie de la 
membrane synoviale et sa capacité à envahir le cartilage adjacent. La figure 21A présente des 
photographies représentatives des coupes d’articulations colorées à l’hématoxyline et éosine, qui 
ont permis de dénombrer les couches de cellules composant la membrane synoviale, ce qui est 
une mesure de l’hyperplasie de cette dernière, et de faire le décompte des zones d’invasion du 
cartilage par la membrane synoviale (flèches) ainsi que d’en mesurer la profondeur. Les résultats 
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indiquent une augmentation significative du nombre et de la profondeur des zones d’invasion des 
tissus provenant de rats arthritiques comparativement aux tissus sains (Figures 21B,C). Par 
contre, lorsque les rats arthritiques sont traités avec le shRNA dirigé contre Tks4, on observe une 
diminution significative du nombre et de la profondeur des zones d’invasion comparativement 
aux tissus provenant de rats contrôles (Figure 21B,C). Finalement, les résultats du décompte des 
couches cellulaires indiquent que la membrane synoviale des rats arthritiques est hyperplasique 
(nombres de couches moyennes de 7,371+/-0,667) comparativement à celle des articulations 
saines (2,400+/-0,245) (Figure 21D). De plus, le nombre de couches de cellules est réduit de 
façon significative (p=0,0194) lorsque les animaux sont traités avec un shRNA de Tks4 (Figure 
21D). Ces résultats indiquent que l’injection du shRNA de Tks4 dans l’articulation de rat CIA 
permet de cibler certaines étapes clé de la progression de l’arthrite, comme l’hyperplasie et 
l’invasion du cartilage par les cellules de la membrane synoviale. 
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Figure 21. Le shTks4 permet de diminuer l’hyperplasie et l’invasion de la membrane 
synoviale chez les rats CIA. Des rats Lewis femelles ont été injectés par voie intradermique à la 
base de la queue avec du PBS ou du collagène de type II bovin. Ils ont ensuite été injectés par 
voie intra-articulaire avec un vecteur lentiviral contrôle (sh-Ctrl ; séquence non-dirigée) ou 
dirigés contre Tks4 (shTks4) tel que décrit dans la section matériel et méthodes. Les coupes de 
tissus articulaires ont été colorées par hématoxyline (noyau) et éosine (cytoplasme et matrice 
extracellulaire) (H&E). A. Photographies représentatives du marquage H&E et des zones 
d’invasion (flèches). La ligne pointillée indique la jonction entre la membrane synoviale et le 
cartilage. Grossissement 40X. Barres=10μm. B. Nombre de zones d’invasion du cartilage par la 
membrane synoviale. Diminution significative du nombre de zones d’invasion du cartilage par les 
cellules de la membrane synoviale chez les rats exprimant le shTks4 comparativement aux rats 
contrôles. C. Profondeur des zones d’invasion du cartilage par la membrane synoviale. 
Diminution significative de la profondeur des zones d’invasion chez les rats injectés exprimant le 
shTks4 comparativement aux rats contrôles. D. Nombre de couches de cellules de la membrane 
synoviale. Diminution significative de l’hyperplasie de la membrane synoviale chez les rats 
exprimant le shTks4. Résultats représentatifs de cinq photographies par articulation provenant de 
cinq à sept rats différents par traitements. Prise des photographies et mesures de l’intensité du 
Tks4 et des décomptes histologiques effectués par deux observateurs indépendants. Les valeurs 
présentées en B, C et D sont les moyennes ± SEM. (*Cartilage; **Cavité synoviale; membrane 
synoviale) 
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4.13. L’INHIBITION DE TKS4 DIMINUE LA DÉGRADATION DU CARTILAGE 
 Afin de déterminer si l’inhibition de Tks4 affecte la dégradation du cartilage, des coupes 
de tissus d’articulations de rats sains et CIA ont été marquées à l’aide de l’anticorps 
Col2,3/4Cshort reconnaissant les fragments de chaînes alpha formés par le clivage du collagène de 
type II, soit le type de collagène le plus abondant des articulations, par les collagénases. À la 
figure 22A, il est possible d’observer des photographies représentatives du marquage de 
Col2,3/4Cshort ayant servi au dosage du collagène dégradé. Les résultats présentés à la figure 22B 
indiquent que l’inhibition de Tks4 permet de diminuer significativement (p=0,0081) la 
dégradation du collagène dans un modèle animal d’arthrite (CIA). 
 
Figure 22. L’inhibition de Tks4 permet de diminuer la dégradation du cartilage chez les 
rats CIA. A. Photographies représentatives du marquage immuno-histochimique de 
Col2,3/4Cshort dans des coupes de tissus provenant de l’articulation des pattes arrières des rats. 
Grossissement 40X. Barres=10μm. B. Moyenne de l’intensité de marquage de Col2,3/4Cshort dans 
la membrane synoviale de rats. Diminution significative (p=0,0081) du marquage de la 
collagénase Col2,3/4Cshort chez les rats injectés avec le shTks4 comparativement aux rats injectés 
avec le shCtrl. Les mesures d’intensité du marquage de Col2,3/4Cshort ont été effectuées à l’aide 
du logiciel Image Pro Software (Media Cybernetics). Résultats représentatifs de trois 
photographies par articulation chez sept à huit rats différents par traitements. Les valeurs 
présentées en B sont les moyennes ± SEM. (*Cartilage; **Cavité synoviale; membrane 
synoviale) 
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5. Discussion  
 C’est en 1998 que les chercheurs du laboratoire du Dre Sara Courtneidge ont identifié 
chez des fibroblastes de souris embryonnaires transformées (NIH-3T3) avec Src (Src-3T3), un 
nouveau substrat de Src qu’ils baptisent FISH (FIve SH3 domain containing protein) (Lock et al., 
1998). Cette molécule a été renommée quelques années plus tard Tyrosine Kinase Substrate with 
Five SH3 domain (Tks5; Seals et al., 2005). Les chercheurs ont par la suite établi que la protéine 
adaptatrice Tks5 participe à la formation d’invadosomes immatures par la liaison de son domaine 
Phox (PX) avec le phosphoinositide PIP2 à la membrane (Li et al., 2013) et en liant la protéine 
cortactine qui est responsable de la polymérisation de l’actine, grâce à son domaine SH3#5 
(Crimaldi et al., 2009). Aussi, ils ont déterminé que l’inhibition de Tks5 n’a pas d’incidence sur 
la sécrétion de métalloprotéases et concluent que Tks5 n’est pas impliquée dans la dégradation de 
la matrice extracellulaire par les invadosomes matures (Seals et al., 2005). Depuis, les rôles et 
fonctions de Tks5 dans la formation d’invadosomes ont été étudiés chez de nombreux types 
cellulaires tels que les cellules cancéreuses de la prostate (Burger et al., 2013), du poumon (Li et 
al., 2013; Blouw et al., 2008), du sein (Sharma et al., 2013), du côlon (Gianni et al., 2010) et du 
cerveau, ainsi que chez les macrophages (Burger et al., 2011; Diaz et al., 2009; Lanyi et al., 
2011) et les fibroblastes embryonnaires murins (MEF) (Cejudo-Martin et al., 2014). Il a ainsi été 
déterminé que la phosphorylation du domaine PX de Tks5 par la protéine kinase Src était 
nécessaire à la relocalisation de Tks5 aux invadosomes. C’est de nouveau au laboratoire du Dre 
Courtneidge que l’on doit l’identification de la protéine adaptatrice Tks4 en 2009. Cette 
découverte fut faite en effectuant une recherche d’homologues de Tks5 dans les bases de données 
publiques d’ADN complémentaire (BLAST). Ils ont par la suite étayé leur découverte avec 
l’identification de ses nombreux rôles dans la maturation des invadosomes chez les cellules 
cancéreuses, où elle permet la dégradation de la matrice extracellulaire ainsi que l’invasion 
cellulaire par les cellules cancéreuses in vitro et in vivo (Buschman et al., 2009). En plus de son 
rôle dans le cancer, Tks4 est impliquée dans l’embryogenèse; son absence résultant en des 
anomalies squelettiques, cardiovasculaires, oculaires et provoquant aussi la stérilité des animaux 
ainsi que de la lipodystrophie (Iqbal et al., 2010) De plus, Tks4 a aussi été identifiée en tant que 
régulateur de la migration dépendante des facteurs de croissances (Bögel et al., 2012). Que ce 
soit pour envahir des tissus avoisinants, pour former des métastases dans le cancer ou pour 
remodeler les tissus durant l’embryogenèse, Tks4 et Tks5 semblent intimement liées au 
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remodelage et à la dégradation de l’ECM. Tks4 et Tks5 sont donc des protéines adaptatrices d’un 
grand intérêt dans le contexte de maladies pour lesquelles la destruction et le remodelage des 
tissus sont des éléments importants, comme c’est le cas pour la PR.  
 La PR est une maladie inflammatoire chronique pour laquelle il n’existe pas de cure. Cette 
maladie touche environ 1% de la population canadienne, majoritairement des femmes. Elle cause 
de la douleur ainsi qu’une diminution de l’usage des membres atteints due à l’inflammation et à 
la dégradation du cartilage et de l’os par les ostéoclastes et les synoviocytes de type 
fibroblastique. Ces derniers sont connus pour adopter durant la maladie un phénotype agressif, 
qui s’apparente à l’état transformé que l’on observe chez les cellules cancéreuses. Notre 
laboratoire a récemment démontré pour une toute première fois que les FLS possèdent la capacité 
de former des protrusions cellulaires riches en actine, nommées invadosomes (Lauzier et al., 
2011). Nous avons établi que ces structures sont semblables aux invadopodes que l’on retrouve 
chez les cellules cancéreuses. De plus, elles sont responsables de la dégradation du cartilage dans 
l’arthrite, et ce, de façon dépendante de Src. Au cours de la dernière décennie, deux protéines 
adaptatrices et substrats de Src ont été au cœur de la recherche sur les mécanismes responsables 
de la formation et de la maturation des invadosomes chez les cellules cancéreuses ou 
transformées par v-Src. Il s’agit des protéines Tks4 et Tks5. Il a été démontré que Tks5 est 
nécessaire à l’initiation de la formation des invadosomes tandis Tks4 est également impliquée 
dans le processus de dégradation de la matrice extracellulaire. Comme les traitements actuels de 
la PR visent à diminuer l’inflammation et non la dégradation du cartilage, ces deux protéines 
adaptatrices semblent être des cibles intéressantes afin d’empêcher l’invasion et la dégradation du 
cartilage, qui constitue une étape irréversible et débilitante de la maladie. 
5.1. L’EXPRESSION DE TKS4 ET TKS5 AUGMENTE CHEZ LES FLS ARTHRITIQUES DE RATS 
 L’expression des protéines adaptatrices Tks4 et Tks5 varie grandement selon les tissus 
étudiés. Les poumons et le cerveau sont les organes où Tks4 est retrouvée en plus grande 
quantité, suivi de la rate, l’estomac et le cœur, alors que la moelle épinière, les yeux et le foie sont 
les tissus où son expression est la plus faible (Buschman et al., 2009; Mao et al., 2009). De plus, 
certaines lignées de cellules cancéreuses connues pour être hautement invasives expriment des 
niveaux élevés de Tks4 et Tks5 (Seals et al., 2005). Nous avons donc en premier lieu entrepris de 
déterminer si Tks4 et Tks5 sont présentes dans les FLS responsables de la dégradation du 
cartilage dans la PR. À la figure 10, nous démontrons pour la première fois que Tks4 et Tks5 sont 
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faiblement exprimés chez les C-FLS de rat et que leur expression est augmentée de façon 
significative chez les A-FLS. Des cultures primaires de synoviocytes isolés de plusieurs rats 
atteints de CIA ont été utilisées afin de valider les résultats obtenus. De plus, les synoviocytes ont 
été utilisés entre les passages 4 et 9, ce qui correspond à des passages où les cultures sont 
homogènes et sont reconnues pour conserver leur phénotype agressif (Hardy et al., 2013).  
5.2. L’EXPRESSION DE TKS4 ET TKS5 EST AUGMENTÉE CHEZ LES FLS ARTHRITIQUES HUMAINS 
De plus, afin de s’assurer que les résultats obtenus à partir de synoviocytes isolés de rats 
sains ou atteints d’arthrite étaient transposables aux cellules humaines, nous avons étudié 
l’expression protéique de Tks4 et de Tks5 chez des synoviocytes provenant d’individus sains ou 
de patients atteints de polyarthrite rhumatoïde. À la figure 11, nous démontrons que les C-FLS 
humains expriment faiblement Tks4 et Tks5, alors que les RA-FLS expriment des niveaux 
significativement plus élevés de ces deux protéines. Cette disparité entre l’expression de Tks4 et 
Tks5 chez les FLS sains et arthritiques suggère qu’elles pourraient jouer un rôle dans le 
phénotype invasif des synoviocytes arthritiques. Un mécanisme possible menant à l’augmentation 
des niveaux protéiques de Tks4 et Tks5 chez les RA-FLS pourraient être les modifications 
épigénétiques des gènes SH3PXD2A (Tks5) et SH3PXD2B (Tks4). En effet, une étude à 
l’échelle du génome entier réalisée par le laboratoire de Firestein chez les RA-FLS a d’identifié 
SH3PXD2A comme étant un gène hypo- ou hyperméthylés, dépendemment de la lignée cellulaire 
à l’étude. (Nakano et al, 2013). Dans le cas présent, SH3PXD2A pourrait être hypométhylé, dans 
nos lignées cellulaires, ce qui pourrait augmenter sa transcription et son expression protéique. En 
poussant les comparaisons un peu plus loin, il est possible de faire une analogie avec des résultats 
obtenus pour les niveaux d’expression protéique de Tks4 et Tks5 chez des cellules cancéreuses 
faiblement invasives et hautement invasives. En effet, les lignées cellulaires de cancer du sein 
reconnues comme étant hautement invasives (Bt549, Hs578t, MB-231) présentaient de plus haut 
niveaux d’expression de Tks5 que les lignées faiblement invasives (T47D et MCF7) (Seals et al., 
2005). Alors, afin de déterminer quelles sont les implications de Tks4 et Tks5 dans la PR, nous 
avons décidé d’étudier le caractère invasif des synoviocytes; plus particulièrement la production 
de structures invasives appelées invadosomes. 
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5.3. LOCALISATION DE PSRC, TKS4 ET TKS5 AUX INVADOSOMES  
 Des travaux précédents de notre laboratoire ont démontrés que les niveaux de pSrc étaient 
plus élevés chez les synoviocytes arthritiques que chez les synoviocytes sains. De plus, Src était 
localisée aux invadosomes et nécessaire à leur formation (Lauzier et al., 2011). À la lumière de 
ces résultats et en sachant que Tks4 et Tks5 sont des substrats de Src, nous avons étudié la 
localisation intra-cellulaire de Tks4 et Tks5 chez les synoviocytes à l’aide d’immunofluorescence 
et de microscopie confocale. Nous avons ainsi démontré pour la première fois chez ces cellules 
que Tks4 et Tks5 colocalisent avec pSrc aux zones de dégradation de la gélatine représentant les 
invadosomes (Figure 12A). Comme la microscopie ne permet pas de déterminer si deux protéines 
forment un complexe, nous avons choisi d’effectuer une immunoprécipitation de pSrc. Nous 
avons révélé la présence de Tks4 dans l’immunoprécipité de pSrc, mais dû au fait que ce type 
d’anticorps peut reconnaître Fyn et Yes phosphorylés, nous ne pouvons écarter l’hypothèse que 
Tks4 forme un complexe avec une autre protéine que Src, elle aussi phosphorylée sur tyrosine 
(Figure 12B). Cette étape primordiale du projet a permis de fonder l’hypothèse selon laquelle 
Tks4 et Tks5, en tant que substrats de Src, sont impliquées dans la formation des invadosomes 
chez les synoviocytes impliquées dans la progression de la PR.  
5.4. LA PHOSPHORYLATION DE TKS4 AUGMENTE CHEZ LES FLS ARTHRITIQUES DE RATS  
 Afin de vérifier si notre hypothèse est exacte, nous avons entrepris d’étudier la 
phosphorylation de Tks4 et Tks5 chez des synoviocytes sains et arthritiques et finalement, de 
déterminer si cette phosphorylation est dépendante de Src (Figure 12C). Les protéines Tks4 et 
Tks5 possèdent respectivement trois et deux tyrosines connues pour être phosphorylées par Src 
(Buschman et al., 2009). Chez Tks4, une de ces tyrosines se situe au niveau du domaine PX, qui 
est responsable de la localisation intracellulaire de la protéine grâce à sa capacité de lier différents 
phosphoinositides; par exemple PI3P à la membrane plasmique ou PI(3,4)P2 à la membrane des 
endosomes précoces (Buschman et al., 2009; Lanyi et al., 2011). Le domaine PX a aussi la 
capacité d’interagir avec des domaines SH3 à l’aide de sa boucle polyproline et il est probable 
que Tks4 puisse lier son propre domaine SH3 et ainsi rendre son domaine PX ainsi que son site 
de phosphorylation inaccessibles (Buschman et al., 2009; Teasdale et Collin, 2012). À la figure 
13, nous démontrons que la phosphorylation de Tks4 et de Tks5 sur des résidus tyrosine est plus 
importante chez les synoviocytes arthritiques, comparativement aux synoviocytes sains, et ce, de 
façon significative. Aussi, l’augmentation des niveaux de phospho-tyrosine semble être 
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dépendante de Src, puisque chez les synoviocytes arthritiques dans lesquels Src est inhibée, on 
observe une légère diminution de la phosphorylation de Tks4, ainsi qu’une diminution 
significative de la phosphorylation de Tks5.  
Comme il n’existe pas d’anticorps capables de reconnaître de façon spécifique les 
différents sites de phosphorylation de Src chez la Tks4 et la Tks5, nous nous sommes tournés 
vers un anticorps reconnaissant les phospho-tyrosines. Il serait intéressant de déterminer, grâce à 
des mutants des tyrosines d’intérêt, si Src phosphoryle certains sites de façon préférentielle. De 
plus, il est probable que Src ne soit pas le seul acteur impliqué dans le maintien des niveaux de 
phosphorylation de Tks4 et Tks5. Ceci étant dit, des phosphatases pourraient aussi être activées 
ou exprimées de façon différentielle entre les synoviocytes sains et arthritique et cet aspect sera 
abordé plus en détail dans la section perspective. Cela pourrait expliquer pourquoi la diminution 
de phosphorylation des tyrosines lorsque Src est inhibée n’est pas significative pour Tks4. Il est 
important de spécifier que contrairement à la majorité des laboratoires travaillant avec les 
synoviocytes arthritiques, toutes les expériences réalisées dans cette étude sont effectuées sur les 
protéines endogènes et sans ajout de cytokines pro-inflammatoires. Cette façon de travailler peut 
être plus ardue, mais permet d’obtenir des résultats qui représentent de façon plus étroite le rôle 
des composés étudiés dans le phénotype agressif des synoviocytes dans l’articulation. 
5.5. L’INHIBITION DE TKS4 OU TKS5 INHIBE LA FORMATION DE PRÉ-INVADOSOMES 
 Les essais d’invadosomes, tels que nous les utilisons au laboratoire, permettent d’étudier 
de façon reproductible différents aspects de l’initiation, de l’assemblage et de la maturation des 
invadosomes. Plus exactement, le temps d’incubation des cellules sur la matrice de gélatine ou de 
collagène permet d’étudier après quatre heures l’assemblage de pré-invadosomes, qui sont 
caractérisés, entre autres, par la présence d’agrégats d’actine et de cortactine. Tandis qu’après 24 
heures, ce sont plutôt des invadosomes matures qui sont observés via la dégradation de la matrice 
(perte de fluorescence de la gélatine; zones noires) par les synoviocytes formant ces derniers. À 
la figure 14, nous avons démontré que l’inhibition de Tks4 ou de Tks5 permet de diminuer 
significativement le nombre d’agrégats d’actine et de cortactine formés par les synoviocytes 
arthritiques. Les valeurs obtenues chez les A-FLS où la Tks4 ou Tks5 a été inhibée s’apparentent 
à celles que l’on observe chez les synoviocytes sains, ce qui indique que l’inhibition des Tks 
permet un retour au niveau basal de formation de pré-invadosomes. Jusqu’à tout récemment, les 
résultats obtenus chez les cellules cancéreuses quant aux rôles de Tks4 et Tks5 dans la formation 
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des pré-invadosomes stipulaient que l’inhibition de Tks5 ou de Tks4 diminuait le nombre de pré-
invadosomes (Buschman et al., 2009). Ces résultats sont comparables aux résultats que nous 
avons obtenus. Cependant, une étude récente impliquant des cellules MTLn3 d’adénocarcinomes 
mammaires de rat hautement invasifs, a démontré que l’inhibition de Tks5 par de petits ARN 
interférents n’affecte pas le nombre de précurseurs d’invadosomes par cellule mais plutôt leur 
stabilité et leur durée de vie (Sharma et al., 2013). Des études en microscopie en temps réel 
seraient nécessaires afin de définir si Tks4 ou Tks5 affecte la stabilité des invadosomes chez les 
synoviocytes arthritiques. 
5.6. LA MATURATION DES INVADOSOMES NÉCESSITE TKS4 CHEZ LES FLS ARTHRITIQUES HUMAINS 
ET DE RATS 
 À la figure 15 nous nous sommes intéressés aux rôles de Tks4 et Tks5 dans la maturation 
des invadosomes. Chez des synoviocytes de rats sains et arthritiques nous avons quantifié les 
aires de dégradation sur la matrice de gélatine, ainsi que le nombre de synoviocytes formant des 
invadosomes. Nous sommes arrivés à la conclusion que Tks4 et Tks5 sont toutes deux impliquées 
dans la maturation des invadosomes. Effectivement, l’inhibition de Tks4 et Tks5 à l’aide de 
shRNAs a entraîné une diminution significative, comparativement au shRNA contrôle, tant au 
niveau des aires de dégradation que du nombre de cellules formant des invadosomes. Nous avons 
effectué les mêmes expériences chez des synoviocytes humains (Figure 16), mais seulement à 
l’aide d’un shRNA ciblant Tks4 puisque nous ne possédions pas de shRNA ciblant la Tks5 
humaine. Les résultats permettent de déterminer que Tks4 est aussi impliquée dans la maturation 
des invadosomes chez les cellules humaines. En effet, chez ces cellules nous observons une 
diminution significative des aires de dégradation, ainsi qu’une diminution du pourcentage de 
synoviocytes formant des invadosomes lorsque Tks4 est inhibé. Ces résultats sont semblables à 
ceux obtenus chez les cellules cancéreuses, où l’inhibition de Tks4 ou de Tks5 réduit le nombre 
et la capacité de dégradation des invadosomes (Buschman et al., 2009; Seals et al., 2005).  
5.7. FORMATION D’UN COMPLEXE PROTÉIQUE ENTRE TKS4 OU TKS5 ET MT1-MMP 
Jusqu’à maintenant, les hypothèses visant à expliquer les rôles de Tks4 ou Tks5 dans la 
maturation des invadosomes font intervenir deux concepts; soit que ces protéines adaptatrices 
engendrent une augmentation de la quantité de MMPs sécrétées ou qu’elles permettent 
l’activation des MMPs. Ces dernières sont sécrétées sous forme de pro-enzymes qui doivent être 
clivées, de façon typique par la MT1-MMP, afin d’être activées. En sachant que la 
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phosphorylation de la MT1-MMP par Src sur la tyrosine Y573 (Nyalendo et al., 2007), permet de 
réguler à la hausse l’activation de la MT1-MMP et en sachant que Tks4 et Tks5 sont des substrats 
de Src qui agissent en tant que protéines adaptatrices pouvant lier les phosphoinositides formant 
la membrane plasmique où se trouve la MT1-MMP, nous avons formé l’hypothèse que Tks4 
et/ou Tks5 sont des protéines adaptatrices responsables de l’activation des MMPs par la MT1-
MMP aux invadosomes. Nous avons choisi d’effectuer des expériences préliminaires de co-
immunoprécipitation afin de déterminer si Src, Tks4 ou Tks5 et MT1-MMP se retrouvent sous 
forme de complexe. Puisque MT1-MMP se retrouve pratiquement au même poids moléculaire 
que les chaînes lourdes d’IgG et que les anticorps que nous possédions étaient du même isotype 
que celui utilisé pour l’immunoprécipitation, nous avons dû avoir recours à un anticorps 
secondaire reconnaissant seulement les IgG non dénaturées. Grâce à cette méthode, nous sommes 
parvenus à déterminer à la figure 17 que MT1-MMP forme un complexe avec la protéine 
adaptatrice Tks4, ainsi qu’avec la protéine adaptatrice Tks5 chez les synoviocytes de rats. Il 
s’agit de données préliminaires et des expériences additionnelles seront nécessaires afin de 
déterminer s’il y a des différences significatives dans la capacité de Tks4 ou Tks5 à former un 
complexe avec MT1-MMP chez les synoviocytes arthritiques comparativement aux synoviocytes 
sains. 
De plus, lors de ces mêmes expériences préliminaires, nous avons observé une bande de 
MT1-MMP à 43 kDa. Cette dernière est un reflet de l’activité enzymatique de la MT1-MMP 
puisqu’elle est générée suite à l’auto-clivage de la MT1-MMP (Cho et al., 2008). Cette bande 
diminue dans la co-immunoprécipitation de Tks4 lorsque Src est inhibée chez les synoviocytes 
arthritiques (Figure 17A,B). D’autres expériences seront nécessaires afin de déterminer si la 
formation d’un complexe protéique entre Tks4, MT1-MMP et Src, permet à Src d’activer la 
MT1-MMP afin de générer la forme à 43 kDa. Il serait aussi intéressant de reproduire cette 
expérience en introduisant les contrôles appropriés et en intégrant des conditions où Tks4 et Tks5 
sont inhibés. Il serait également intéressant de faire une expérience réciproque faisant intervenir 
l’immunoprécipition de la MT1-MMP et la révélation de Tks4 et Tks5. Aussi, en déterminant les 
formes crystallines de Tks4 et Tks5, il serait possible à l’aide de logiciels d’amarrage (docking) 
de déterminer les sites potentiels de liaison entre MT1-MMP et ces dernières. On pourrait ensuite  
développer des mutants ne possédant pas ces régions afin de déterminer si MT1-MMP se 
retrouve toujours dans l’immunoprécipitat de Tks4 ou Tks5. 
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5.8. IMPLICATION DE TKS4 ET TKS5 DANS LA PHOSPHORYLATION DE MT1-MMP SUR Y573 PAR 
SRC 
Dans le cadre d’expériences préliminaires, nous avons utilisé un anticorps développé par 
le Dr Béliveau permettant de reconnaître la tyrosine 573 phosphorylée de MT1-MMP. Les 
résultats obtenus nous ont permis de déterminer que Tks4 et Tks5 co-immunoprécipitent avec la 
forme phosphorylée en tyrosine Y573 de la MT1-MMP chez les synoviocytes arthritiques de rats 
(Figure 18). Ce site de phosphorylation est spécifiquement phosphorylé par Src, et est nécessaire 
à la progression tumorale et à l’invasion des cellules cancéreuses dans un modèle murin 
(Nyalendo et al., 2008; Nyalendo et al., 2009; Nyalendo et al., 2010; Gingras et Béliveau, 2009). 
De plus, lorsque Src est inhibée chez les synoviocytes arthritiques, la formation du complexe 
pMT1-MMP et Tks4 ou Tks5 est également inhibée (Figure 18). À la lumière de ces résultats, 
nous trouvions qu’il serait intéressant de continuer à explorer cette voie afin d’identifier le 
mécanisme responsable de la dégradation de la matrice extracellulaire faisant intervenir Tks4. 
Comme MT1-MMP ne possède pas de domaines SH2 ou SH3 pouvant lier Src, nous spéculons 
que Tks4 pourrait jouer le rôle de plateforme qui recrute à la fois Src et MT1-MMP. Plus 
exactement lors de la liaison de Src et MT1-MMP à Tks4, Src pourrait phosphoryler Tks4, ce qui 
lui permettrait d’adopter une conformation apte à lier les phosphoinositides de la membrane grâce 
à son domaine PX. À son tour, MT1-MMP liée à Tks4 serait phosphorylée par Src et relocalisée à 
la membrane plasmique aux sites de formation des invadosomes grâce au domaine PX de Tks4 
(Figure 23). Ceci permettrait à la MT1-MMP activée de promouvoir la dégradation de la matrice 
en exerçant son activité collagénase et gélatinase et en jouant son rôle dans l’activation des 
MMPs (Sabeh et al., 2010; Barbolina et Stack, 2008). 
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Figure 23. Hypothèse du mécanisme impliqué dans la phosphorylation/activation de MT1-
MMP par Src. MT1-MMP est une métalloprotéase membranaire qui ne possède pas de domaine 
SH2 ou SH3 afin d’interagir avec Src. Cependant, la phosphorylation de la queue cytoplasmique 
en Y573 de MT1-MMP par Src est nécessaire à la dégradation de l’ECM par des cellules 
invasives (Nyalendo et al., 2007; Nyalendo et al., 2008). Nos résultats de co-
immunoprécipitations démontrent que Tks4 ainsi que Tks5 sont des protéines adaptatrices 
interagissant avec MT1-MMP et Src. De plus, il semble que l’inhibition de Src empêche la forme 
autocatalytique de 43 kDa de la MT1-MMP d’être formée (Figure 17), en plus d’inhiber la 
phosphorylation sur Y573 permettant de réguler à la hausse la MT1-MMP (Figure 18). Tks4 et 
Tks5 possèdent toutes deux un domaine PX pouvant lier les phosphoinositides de la membrane 
plasmique où est localisée MT1-MMP. Tks4 et Tks5 pourraient agir à titre de protéines 
adaptatrices pour Src, permettant son ancrage à la membrane plasmique et la 
phosphorylation/activation de la MT1-MMP. L’interaction entre ces protéines serait nécessaire 
pour la formation d’invadosomes et la progression de la polyarthrite rhumatoïde. 
5.9. ACTIVATION DE LA MMP-2 PAR MT1-MMP  
 Toujours dans l’optique d’éclaircir les mécanismes dépendant de Tks4 et Tks5 qui sont 
responsables de la dégradation de l’ECM, nous avons approfondi notre étude des rôles de Tks4 et 
Tks5 dans l’activation de MT1-MMP. Pour y arriver, nous avons utilisé la technique de 
zymographie qui permet d’estimer la production des gélatinases MMP2 et MMP9 ainsi que 
l’activité de la MT1-MMP (Evans et Itoh, 2007). En se basant sur la capacité de la MT1-MMP à 
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cliver la MMP2, la zymographie permet en effet de différencier, d’après leurs poids moléculaire, 
la pro-forme (72 kDa) de la forme clivée (65 kDa) de la MMP-2. Le rapport entre ces 2 formes 
permet ensuite d’estimer de façon indirecte l’activité de la MT1-MMP. À la figure 19, aucune 
différence significative du ratio des formes MMP2 clivée et pro-MMP-2 n’est observée, mais 
nous assistons tout de même à une légère diminution, quoique non significative, de ce ratio chez 
les synoviocytes transduits avec un shRNA dirigé contre Tks4, comparativement aux 
synoviocytes contrôles. Il est possible que nos résultats soient biaisés car pour cet essai les MMPs 
recueillies sont celles sécrétées dans les surnageants servant à la zymographie, plutôt que celles 
libérées aux sites de formation des invadosomes. Les expériences réalisées par d’autres 
laboratoires avec des cellules cancéreuses ne sont pas parvenues à déceler de différences dans 
l’activation de MMP-2 ou MMP-9 lorsque Tks4 ou Tks5 sont inhibées, soulevant l’hypothèse 
qu’un des rôles de Tks4 serait de relocaliser MT1-MMP aux podosomes/invadosomes 
(Buschman et al., 2009; Seals et al., 2005). Il serait intéressant de déterminer par 
immunofluorescence en temps réel la localisation de la MT1-MMP aux invadosomes chez des 
cellules chez lesquelles Tks4 ou Tks5 est inhibée. Cependant, une étude du laboratoire de Seals a 
permis d’établir que chez le macrophage, l’inhibition de Tks5 mène à une diminution de MMP-9 
sécrétée dans le surnageant (Burger, et al., 2011). Chez les synoviocytes, nos données concernant 
MMP-9 varient grandement d’une expérience à l’autre, ne permettant pas d’obtenir de résultats 
concluants. 
5.10. MODÈLE ANIMAL DU RÔLE DE TKS4 DANS LA SÉVÉRITÉ DE L’ARTHRITE 
 Les thérapies actuelles utilisées dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde ne 
fonctionnent pas pour tous les patients, voilà pourquoi il est primordial de cibler plus 
spécifiquement les formes réfractaires. La dégradation du cartilage, un aspect irréversible de la 
maladie, mène à des déformations graves des membres atteints et est aussi associé à des douleurs 
importantes ainsi qu’à la perte de l’usage des membres touchés. Comme l’expression de Tks4 est 
requise afin que l’invadosome soit fonctionnel, cette protéine est une cible potentielle afin 
d’empêcher la dégradation du cartilage dans l’arthrite rhumatoïde.  
Le test le plus éloquent permettant de déterminer si l’inhibition de Tks4 peut se révéler 
être une avenue thérapeutique intéressante dans le traitement de l’arthrite est un essai in vivo chez 
des rats souffrants de CIA. Cette technique, mise au point dans notre laboratoire, consiste à 
injecter des virus contenant un shRNA contrôle ou dirigé contre Tks4 directement dans l’espace 
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synovial des pattes arrières de rats atteints de CIA (Lauzier et al., 2011). Des coupes 
histologiques réalisées à partir des articulations nous ont ensuite permis d’étudier plusieurs 
aspects caractéristiques du développement du CIA. En effet, les résultats de la figure 22 indiquent 
une diminution significative du nombre de zones invasives, de leur profondeur et de l’hyperplasie 
de la membrane synoviale chez les rats injectés avec un shRNA dirigé contre Tks4. Il est 
probable que l’inhibition de Tks4 permette de diminuer les niveaux de ROS (Figure 7) et donc de 
diminuer le stress oxydatif dans les cellules de la membrane synoviale (Tak et al., 2000). C’est 
pour cette raison que Tks4 pourrait permettre de diminuer l’hyperplasie de la membrane 
synoviale en empêchant les mutations causant le phénotype transformé des A-FLS et donc de 
diminuer leur prolifération, la croissance indépendante de l’ancrage et la perte d’inhibition de 
contact. De plus, l’inhibition de Tks4 est associée à une diminution significative de la 
dégradation du collagène tel que présenté à la figure 23. Ceci implique donc que l’inhibition de 
l’activité de Tks4 pourrait permettre pour la première fois de prévenir la dégradation irréversible 
du cartilage dans la PR. Des études sont en cours au laboratoire afin de déterminer le rôle de Tks5 
dans la sévérité et la progression du CIA. 
5.11. PERSPECTIVES 
 Bien que ce projet ait permis d’identifier Tks4 en tant que protéine importante dans 
formation d’invadosomes par les synoviocytes in vitro et aussi dans la progression du CIA in 
vivo, les mécanismes exacts menant à ces fonctions restent à être élucidés. Nous aimerions 
d’abord approfondir l’axe MT1-MMP/Src/Tks4 en effectuant la co-immunoprécipitation de 
MT1-MMP afin de vérifier sa liaison avec Src et Tks4. La phosphorylation de Tks4 et Tks5 par 
Src pourrait induire un changement conformationnel de ces protéines (Abram, et al., 2003; 
Buschman et al., 2009; Courtneidge, 2003; Seals, et al., 2005). En effet, Tks4 et Tks5 possèdent 
une région riche en proline dans leur domaine de liaison aux phosphoinositides PHOX (PX) qui 
pourrait permettre leur repliement en liant leurs propres domaines SH3. Le changement 
conformationnel de Tks4 et Tks5 pourrait permettre de libérer le domaine PX afin qu’il puisse 
lier le PIP2 de la membrane plasmique et permettre la relocalisation de Tks4 et Tks5 aux sites de 
formation des invadosomes où Tks4 semble jouer un rôle dans l’activation de la MT1-MMP par 
Src. Il serait donc intéressant d’approfondir le rôle de Src dans le changement conformationnel de 
Tks4 et Tks5 et par la suite de déterminer si le domaine PX de Tks4 est nécessaire au recrutement 
de la MT1-MMP. Finalement, il serait intéressant d’identifier si d’autres protéines sont présentes 
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dans le complexe MT1-MMP/Src/Tks4 afin de mieux définir les mécanismes menant à la 
formation d’invadosomes fonctionnels chez les synoviocytes. Dans cet ordre d’idée, un article 
récent indique que chez les cellules de carcinomes canalaires invasifs du sein, la protéine neurale 
du Syndrome Wilskott-Aldrich (n-WASP) promeut le routage de MT1-MMP des endosomes 
tardifs à la membrane plasmique, où MT1-MMP peut ensuite lier (à l’aide du motif LLY de sa 
queue cytoplasmique) les fibres d’actines (Yu et al., 2012). Par ailleurs, lors d’expériences de co-
immunoprécipitations, ils n’ont pas pu démontrer une interaction directe entre MT1-MMP et n-
WASP. Étant donné que, Tks5 peut lier n-WASP, il est possible que Tks5 ou Tks4 participe à la 
formation d’un complexe protéique incluant n-WASP et MT1-MMP, menant à la localisation de 
la MT1-MMP à la membrane plasmique et la dégradation de l’ECM (Oikawa et al., 2008).  
De plus, comme les niveaux de phosphorylation de Tks4 et de Tks5 sont différents chez les 
synoviocytes arthritiques et les synoviocytes sains, il serait intéressant de déterminer quels rôles 
jouent les phosphatases dans les mécanismes de formation d’invadosomes impliquant Tks4 et 
Tks5. En particulier, la 5’phosphatase SHIP-2 a été étudiée chez les cellules de carcinomes du 
sein et elle est associée à Tks5 dans le processus de maturation des invadosomes (Sharma et al., 
2013). Il est possible que SHIP-2 induise la formation du PI(3,4)P2 en déphosphorylant le 
PI(3,4,5)P3, ce qui permettrait de recruter Tks5 au site de formation de l’invadosome (Sharma et 
al., 2013). Finalement, Tks4 et Tks5 possèdent une grande analogie à la sous-unité p47phox de la 
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase (Nox) qui est responsable de la formation 
d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et ces adapteurs sont connus pour augmenter la 
production de ROS au site de formation des invadopodes (Diaz et al., 2009; Gianni et al., 2009). 
Il a aussi été démontré que la production de ROS est requise pour la formation des invadosomes 
(Weaver, 2009) . De plus, Tks4 et Tks5 peuvent lier p22phox et NoxA1, des sous-unités du 
complexe Nox grâce à leurs régions riches en proline. Ces interactions dépendent de la 
phosphorylation de Src et jouent un rôle dans la formation d’espèces réactives en oxygène chez 
les cellules cancéreuses (Gianni et al., 2010; Gianni et al., 2011). Il est déjà connu que la 
formation accrue de ROS est un phénomène contribuant à la PR chez les neutrophiles (El Benna 
et al., 2002) ou dans un modèle murin d’arthrite ( Yu et al., 2012), cependant aucune étude ne 
s’est intéressée spécifiquement à la formation de ROS chez les synoviocytes. Il serait très 
intéressant d’étudier les rôles de Tks4 et Tks5 dans la formation de ROS et de déterminer s’ils 
participent au phénotype invasif observé chez les synoviocytes. 
 89 
 
6. Conclusion 
 
En conclusion, les travaux réalisés par notre laboratoire ont permis d’identifier pour la 
toute première fois les protéines adaptatrice Tks4 et Tks5 chez les synoviocytes, en plus de 
démontrer une augmentation de ces dernières chez les synoviocytes arthritiques humains et de 
rats. Nous avons aussi démontré que l’inhibition de Tks4 et de Tks5 permettait d’inhiber la 
formation d’invadopodes et la dégradation de l’ECM par les synoviocytes arthritiques. 
Finalement, l’inhibition de Tks4 chez les synoviocytes de rats souffrant de CIA a permis une 
diminution de la sévérité et de la progression de l’arthrite chez les animaux, en plus d’une 
diminution de la dégradation du cartilage. De plus, nos résultats préliminaires indiquent que Tks4 
et Tks5 sont des protéines adaptatrices qui interagissent avec Src et MT1-MMP menant 
potentiellement à l’activation de MMP afin de promouvoir la dégradation de l’ECM ou du 
cartilage articulaire. À la lumière de ces résultats, il est possible de conclure que Tks4 et Tks5 
sont des cibles pharmacologiques d’intérêt afin de contrer les dommages articulaires qui 
caractérisent la polyarthrite rhumatoïde.  
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